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Introduction générale 
Depuis toujours la nature est une grande source d’inspiration pour l’Homme aussi bien pour 
l’imiter que pour la comprendre. S’inspirant de l’odorat, Persaud et Dood ont décrit en 1982, 
un système de capteurs multiplexés mimant le système olfactif humain pour la reconnaissance 
d’odeurs. Ce dispositif innovant a permis l’émergence d’une famille de capteurs : les nez et 
langues électroniques (eN/eT). Ces systèmes à la différence des capteurs dits conventionnels, 
reposent sur un principe de capteurs à réactivités croisées, où les récepteurs mis en jeu ne 
possèdent ni spécificité ni sélectivité (affinité) particulière pour une molécule donnée. Ainsi 
une cible peut être reconnue par plusieurs récepteurs et un récepteur peut reconnaître 
différentes cibles. Le signal de reconnaissance ne peut donc être décrit que par l’ensemble des 
réponses de chaque récepteur qui constituent alors un motif de reconnaissance propre à 
l’échantillon analysé. Ces systèmes applicables dans des domaines très variés tels que 
l’environnement, l’industrie pharmaceutique et alimentaire ou encore de la santé ont suscité 
un intérêt grandissant pour les industriels et les chercheurs. Le développement des eN/eT a 
conduit à la conception et à la réalisation de nouveaux matériaux sensibles (sondes) ainsi qu’à 
l’utilisation de divers systèmes de transduction de types électriques, optiques ou basés sur des 
variations de masses.   
Depuis 2012, notre laboratoire a développé une langue électronique basée sur des récepteurs 
combinatoires à réactivités croisées, et couplée au système de transduction d’imagerie par 
résonance des plasmons de surface (SPRi). L’approche mise en œuvre a pour but de simplifier 
la réalisation des matériaux sensibles en utilisant de petites molécules simples appelés briques 
de bases. Ces dernières, aux propriétés physico-chimiques différentes, peuvent être mélangées 
à différents ratios contrôlés pour constituer des récepteurs combinatoires à réactivités croisées 
lors de leur auto-assemblage sur une surface d’or. Il est ainsi possible d’obtenir rapidement et 
facilement un très grand nombre de récepteurs en modifiant les ratios de mélange ou en 
introduisant de nouvelles briques de bases. Le système de SPRi quant à lui permet de pouvoir 
suivre les interactions cibles-sondes sans marquage et en temps réel. 
Les objectifs de ce travail de thèse sont d’explorer les potentielles applications de notre 
système de langue électronique pour l’analyse et la discrimination de différents milieux et 
objets complexes. 
Le premier chapitre de ce manuscrit décrit les systèmes gustatif et olfactif humain afin 
d’introduire les matériaux sensibles et les transducteurs réalisés pour développer les nez et 
langues électroniques. Par la suite, ce manuscrit développera l’élaboration et le fonctionnement 
de la langue électronique composée d’un réseau récepteurs combinatoires à réactivités croisées 
associé à un système de résonance de plasmons de surface. Puis nous détaillerons plus 
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particulièrement les études applicatives réalisées dans un premier temps pour la discrimination 
de milieux complexes (vin, bière, lait, bactéries) afin d’évaluer le potentiel de notre système 
pour des applications de contrôles dans le secteur alimentaire. Dans un second temps nous 
décrirons les études menées pour la détection et l’identification d’objets complexes comme les 
bactéries par l’étude de genres, d’espèces et de souches non pathogènes ou pathogènes.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
  
Chapitre 1 
 
Contexte du projet  
et  
état de l’art 
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1 Contexte du projet et l’état de l’art 
 
Dans les domaines de l’industrie, de l’environnement, de la santé, les contrôles et vérifications 
représentent des étapes critiques et essentielles afin de déterminer la conformité d’un produit 
ou de diagnostiquer une maladie par exemple. Face aux besoins et aux demandes de plus en 
plus importantes d’analyses plus rapides, fiables, simples à mettre en œuvre et transportables, 
le développement de nouvelles techniques s’avère être une nécessité. Les techniques classiques 
d’analyses chimiques comme la chromatographie, la spectrométrie de masse sont des 
techniques très précises et fiables. Cependant elles sont souvent laborieuses et coûteuses et 
surtout nécessitent des personnes qualifiées. C’est pourquoi de nouvelles techniques telles que 
les biocapteurs/biopuces et nez/langues électroniques (eN/eT) ont été développées [1-3].  
 
1.1 Comparaison biocapteurs/biopuces et nez/langues 
électroniques 
 
Les biocapteurs et les biopuces se composent d’un récepteur individuel ou d’un réseau de 
récepteurs, élément de reconnaissance du phénomène à mesurer et d’un transducteur qui 
convertit le signal de reconnaissance en un signal physique mesurable. Ces systèmes sont basés 
sur le principe de reconnaissance clé-serrure, c’est à dire que chacun des récepteurs est conçu 
pour reconnaître de manière spécifique un analyte dit cible comme l’illustre la Figure 1-1a. 
Chaque récepteur permet de générer une information pertinente vis-à-vis de la cible, même si 
parfois il arrive que des cibles se lient de manière non spécifique, le signal est alors considéré 
comme un bruit. Ces dispositifs par leur grande diversité trouvent de multiples applications 
dans le domaine médical (suivi de la glycémie et criblage des biomarqueurs etc.) [4-11], dans 
le domaine environnemental (détection de pesticides et de métaux lourds etc.) et dans le 
domaine agroalimentaire pour la sécurité alimentaire (détection de mycotoxines, d’éléments 
pathogènes etc.).  
Cependant ces systèmes nécessitent l’élaboration d’un récepteur spécifique pour un analyte 
d’intérêt qu’il n’est pas toujours possible d’obtenir de manière naturelle ou par voie 
synthétique. Il est donc encore plus difficile d’élaborer un système permettant de réaliser 
l’étude d’un milieu complexe contenant plusieurs centaines de molécules. L’émergence de 
nouvelles technologies comme les nez et langues électroniques s’est avérée être une alternative 
prometteuse lorsqu’une analyse composant par composant n’est pas nécessaire comme pour le 
contrôle qualité dans le domaine de l’agroalimentaire. En effet dans le cas d’une analyse 
Contexte du projet et l’état de l’art 
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globale, la simple comparaison avec l’échantillon de référence est suffisante pour établir 
rapidement les premiers tests de conformité.  
Ces nouveaux systèmes que sont les nez et langues électroniques s’inspirent du goût et de 
l’olfaction des mammifères et se basent sur la réactivité croisée. Les eN/eT représentent un 
système de multicapteurs composé d’un grand nombre de récepteurs à faible sélectivité 
utilisant des méthodes mathématiques avancées ; soit pour définir les motifs de reconnaissance 
associés à chaque cible, soit pour analyser les signaux de manières statistiques par les analyses 
multivariées comme l’Analyse en Composantes Principales (PCA en anglais pour « Principal 
Component Analysis ») ou le réseau de neuronal artificiel (ANN « Artificial Neural 
Network »).   
Dans ces dispositifs, chaque récepteur peut reconnaitre plusieurs cibles avec des affinités 
variables (différentielles) et une même cible peut être reconnue par plusieurs récepteurs, 
comme l’illustre la Figure 1-1 [12]. A la différence des biocapteurs, les récepteurs mis en jeu 
se basent sur la réactivité croisée, ils ne possèdent donc ni spécificité, ni sélectivité (affinité) 
particulière pour une molécule donnée. Par conséquent le signal généré par un seul récepteur 
n’est pas pertinent pour la cible. En revanche, l’ensemble des signaux générés par tous les 
récepteurs constitue un motif de reconnaissance ("pattern recognition") qui est caractéristique 
de la cible et qui peut donc être considéré comme une empreinte digitale [13-16]. Chacune de 
ces « empreintes digitales » peut par conséquent être utilisée pour l’analyse, l’identification et  
la classification des cibles. Il est ainsi possible de réaliser l’étude de cibles uniques, c’est-à-
dire composées d’un seul analyte, mais aussi de mélanges complexes contenant plusieurs 
analytes [17, 18]. 
L’avantage principal des eN/eT est de pouvoir contourner par l’approche de récepteurs à 
réactivité croisée, les difficultés des méthodes classiques liées à la conception de récepteurs 
très spécifiques et sélectifs souvent laborieux et coûteux à fabriquer. Ces systèmes représentent 
des méthodes complémentaires voire alternatives particulièrement adaptées à l’analyse de 
milieux complexes. Les premiers travaux de Persaud de l’Université Warwick (Angleterre) en 
1986, ont contribué à l’essor et aux développements des nez et langues électroniques [19]. 
Depuis ces trois dernières décennies et pour répondre aux besoins grandissants de détection et 
d’analyses de milieux complexes, divers systèmes ont été réalisés et utilisés dans des domaines 
très variés. Afin d’illustrer les applications potentielles et prometteuses des eN/eT, le 
paragraphe suivant résume quelques principes d’utilisation 
Dans le secteur environnemental, les nez et langues électroniques transportables et capables 
d’analyser en temps réel des échantillons gazeux ou liquides ont été utilisés pour la surveillance 
de la qualité de l’eau et de l’air (molécules toxiques ou dangereuses) [20-22]. Ils jouent 
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également un rôle dans la sécurité des populations par la détection de substances explosives 
[23, 24], d’armes biologiques ou chimiques.  
 
Figure 1-1 : Représentation schématique des interactions cibles-sondes.  
a) Représentation d’une interaction spécifique basée sur le principe clé-serrure. 
b) un réseau de récepteurs à réactivité croisée où une cible peut interagir avec différents récepteurs. 
L'identification résulte des réponses obtenues à partir de l'ensemble du réseau de récepteurs. 
c) Représentation d’un réseau de récepteurs à réactivité croisée pouvant interagir avec différentes cibles d’un 
échantillon complexe. Les résultats de l'identification représentent les réponses obtenues à partir de l’ensemble 
du réseau de récepteurs [18]. 
 
Dans le secteur industriel, les eN/eT peuvent être employés pour le contrôle des micro-
organismes [25] ou des produits chimiques dangereux rejetés par les eaux industrielles [26]. 
Ils peuvent être utilisés pour les contrôles des procédés de fabrication dans les industries 
pharmaceutique [27] ou alimentaire [28] mais aussi comme systèmes de contrôle qualité afin 
d’évaluer la maturation, la fraîcheur de certains produits [29-32], leurs vieillissements [33, 34] 
ou pour détecter d’éventuelles contaminations bactériennes et l’altération du produit [35]. Les 
nez et langues électroniques peuvent être également employés comme capteurs d’odeurs et de 
goûts lors des tests organoleptiques par exemple lors de la formulation ou de la dégustation de 
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produits comme le café [36], le lait [37] ce qui éliminerait le facteur de subjectivité introduit 
lors des tests humains [16].  
Dans le secteur médical les nez électroniques peuvent être utilisés comme des méthodes 
simples, non invasives de dépistages ou de diagnostics de maladies par la reconnaissance des 
odeurs caractéristiques dans l’air expiré [38, 39]. Diverses études ont montré leurs applications 
potentielles pour la détection des cancers du cerveau [40], du poumon [41, 42], de la prostate et 
des ovaires [43] mais aussi pour le diagnostic du diabète [44, 45], des maladies comme 
l’Alzheimer et la maladie de Parkinson [46] ou encore des maladies respiratoires comme 
l’asthme, la mucoviscidose [47] ou la tuberculose [48]. L’identification de bactéries est 
également possible par ce système [49, 50] ce qui permettrait de cibler le traitement médical 
nécessaire et de l’ajuster si besoin [51, 52]. 
 
1.2 Sources d’inspiration : systèmes gustatif et olfactif 
humain  
 
Afin de mieux comprendre les systèmes de nez et langues électroniques et par conséquent 
d’améliorer la conception de ces systèmes, nous allons dans cette partie décrire les deux 
systèmes gustatif et olfactif.  
1.2.1 Le système gustatif humain  
 
Le goût est un système sensoriel qui permet de détecter et d’identifier des éléments ingérés. 
Cinq saveurs principales sont actuellement décrites: le sucré ; le salé ; l’amer ; l’acide et 
« l’ umami » (savoureux) mais elles peuvent se combiner entre elles pour former d’autres 
saveurs plus complexes [53]. Les récepteurs gustatifs à la base de la perception du goût sont 
principalement situés sur la langue dans les 5000 papilles caliciformes ; filiformes ; 
fongiformes et foliées (présentées dans la Figure 1-2). Situés au niveau des replis des papilles, 
les bourgeons du goût constituent des amas cellulaires contenant entre 50 et 100 cellules 
gustatives neuro-épithéliales.  
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Figure 1-2: Représentation schématique des quatres différentes papilles dites papilles caliciformes ; filiformes ; 
fongiformes et foliées. Le bourgeon gustatif est plus particulièrement représenté avec ces 4 types cellulaires ainsi 
que sa connexion aux fibres nerveuses  [54] 
 
Dans ces bourgeons gustatifs ont été dénombrées 4 types de cellules différentes : 
- Les cellules gliales (type I) sensibles aux substances salées. 
- Les cellules réceptrices du goût (type II) sensibles aux substances du sucré, de 
l’amer et de « l’umami ». Elles possèdent des récepteurs associés aux protéines 
G. 
- Les cellules présynaptiques (type III) sensibles aux substances acides. 
- Les cellules basales (type IV) qui sont peu différentiées et qui représentent les 
précurseurs des trois autres types cellulaires. 
 
Le goût salé est reconnu par des récepteurs ioniques de l’épithélium composant un canal 
spécifique et permettant de détecter la présence notamment de sodium [55, 56]. Les molécules 
acides sont également détectées par des récepteurs ioniques notamment lors de la présence de 
protons [53]. Les substances sucrées, amères et « umami » sont quant à elles détectées par des 
récepteurs du goût (Taste Receptors TR). L’amertume est reconnue par la famille des  
récepteurs T2R qui compte environ 25 récepteurs connus chez l’Homme, tandis que les 
récepteurs hétérodimériques T1R1/T1R3 et T1R2/T1R3 reconnaissent respectivement les 
substances « umami » (comme le glutamate) et les molécules sucrées (comme les sucres, les 
acides aminés ou les protéines sucrées) (Figure 1-3) [57-59]. L’activation de ces récepteurs 
couplés aux protéines G lors de la reconnaissance des molécules, augmente le taux de calcium 
ce qui génère une modification des canaux ioniques et la sécrétion d’ATP afin de dépolariser 
les cellules et de transférer l’information au cerveau. 
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Figure 1-3 : Représentation des structures des différents types de récepteurs mis en jeu lors de la reconnaissance 
des saveurs principales : amer ; sucré ; « umami » ; acide et salé [54]. 
 
1.2.2 Le système olfactif humain  
 
Le système olfactif humain se caractérise par sa très grande sensibilité et son pouvoir de 
discrimination beaucoup plus important que le système gustatif. En effet l’être humain est 
capable de discriminer environ 10 000 odeurs. De plus une récente étude a révélé la possibilité 
de discriminer plus de 1018 stimuli olfactifs [60].  
L’olfaction est un système complexe qui lie la biologie, la physico-chimie mais aussi la 
cognition (mémoire et processus d’apprentissage). Lors de l’inhalation de l’air par voie directe 
(inspiration) ou rétronasale, des protéines contenues dans le mucus de la cavité nasale lient les 
molécules odorantes [61-63]. Ces protéines de liaisons aux molécules odorantes (OBP, pour 
« Odorant Binding Proteins ») transportent alors les molécules odorantes vers les récepteurs 
olfactifs (OR) transmembranaires situés dans les neurones olfactifs [64]. L’information de 
reconnaissance est alors transférée au bulbe olfactif, puis au cerveau qui reconnaît et définit 
l’odeur (cognition), comme l’illustre la Figure 1-4.  
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Figure 1-4 : Schéma de l’anatomie du système olfactif humain. 1-Les molécules odorantes se lient aux récepteurs 
olfactifs. 2- Les neurones olfactifs envoient des signaux vers le bulbe olfactif. 3-Dans les glomérules, les signaux 
sont transmis à des neurones relais vers le cerveau. Adaptation: Nobelprize.org 
 
Les OBP se lient de façon réversible à différentes classes de molécules odorantes mais sans 
spécificité particulière. Ces protéines présentent dans leur structure, une cavité hydrophobe qui 
permet le transport des molécules odorantes (souvent hydrophobes dont la masse est 
généralement inférieure à 300 g.mol-1) au travers du mucus nasal jusqu’aux récepteurs olfactifs 
[65, 66]. Les OR très sélectifs réalisent ensuite la reconnaissance des molécules odorantes. Ils 
possèdent une structure protéique complexe élucidée en 1991 par Richard Axel et Linda Buck. 
De petites tailles, ces récepteurs se composent de 7 domaines transmembranaires, couplés aux 
protéines G [67]. La particularité de ces OR est d’être situés sur la membrane des cils des 
neurones sensoriels olfactifs qui baignent dans le mucus (Figure 1-4). Les neurones olfactifs 
considérés comme les cellules réceptrices sensorielles possèdent à leur autre extrémité, un 
axone projeté vers le bulbe olfactif au niveau de glomérules, premiers relais de la perception 
olfactive du cerveau comme l’illustre la Figure 1-4 [67]. L’association d’un récepteur avec la 
molécule odorante, génère une cascade de signalisations intracellulaires dans le neurone qui 
transforme alors la reconnaissance (interaction) en un signal électrique (dépolarisation 
cellulaire) transmis à l’axone puis au cerveau [68]. Des études ont établi par la suite, qu’un 
neurone olfactif n’exprime à la surface de ses cils qu’un seul type de récepteurs olfactifs et que 
les neurones portant le même récepteur olfactif projettent leurs axones seulement vers un ou 
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deux glomérules communs [12]. La reconnaissance des odeurs peut donc être comparée à la 
projection d’une image olfactive au sein du bulbe olfactif où chaque pixel correspond à un 
récepteur olfactif donné [68].  
Comme nous l’avons mentionné précédemment le fonctionnement du système olfactif humain 
est basé sur la réactivité croisée comme le montre la Figure 1-5.  
 
Figure 1-5: Représentation du principe de reconnaissance combinatoire du système olfactif [64]. 
En général : 
- un récepteur olfactif peut reconnaitre avec des affinités variables différentes molécules 
odorantes  
- une molécule odorante peut être reconnue par différents OR 
- La combinaison de l’ensemble des signaux générés par les OR constitue un motif de 
reconnaissance qui permet la reconnaissance des odeurs. 
Ainsi plus le nombre de récepteurs impliqué dans la reconnaissance des odeurs est important, 
plus la performance d’identification augmente. A ce jour on dénombre 396 types de récepteurs 
olfactifs différents identifiés chez l’Homme contre 811 chez le chien [64, 69]. Ce nombre de 
récepteurs important chez le chien lui permet de reconnaître un plus grand nombre d’odeurs. 
Cependant la différence entre le système olfactif canin et humain réside également dans la 
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superficie d’épithélium olfactif 30 fois plus importante chez le chien que chez l’Homme où il 
est d’environ 5 cm² [69]. 
Dans ce manuscrit, le terme nez électronique concerne les systèmes multicapteurs basés 
sur le principe de réactivité croisée qui sont utilisés pour l’analyse de milieux gazeux 
tandis que les langues électroniques sont dédiées à l’étude des milieux liquides. 
Cependant il existe dans la littérature deux types de langues électroniques inspirés soit 
du système gustatif soit du système olfactif humain. 
 
1.3 Conceptions des eN/eT en analogie avec les systèmes 
olfactifs 
 
Lors de la conception des systèmes de nez et langues électroniques, chaque élément peut être 
comparé à un constituant du système olfactif. Les neurones olfactifs représentent le capteur 
composé de sa partie sensible avec les récepteurs olfactifs (OR) associé de manière directe au 
système de transduction initial (axone). Le bulbe olfactif constitue le système de prétraitement 
de l’information mais le cerveau quant à lui compose le système d’intégration, d’analyse et 
d’interprétation du signal comme le décrit la Figure 1-6. Nous pouvons donc décrire les nez et 
langues électroniques comme des systèmes se composant typiquement de trois éléments 
principaux : 
- Un réseau de récepteurs à réactivité croisée qui soit adapté aux échantillons à étudier  
- Un système de transduction permettant de convertir l’événement de reconnaissance en 
signal physiquement mesurable  
- Un ensemble d’analyses de données pour générer le motif de reconnaissance et/ou 
identifier et classifier les échantillons par l’intermédiaire de méthodes mathématiques 
(algorithmes, analyses en composantes principales etc…) 
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Figure 1-6 : Analogie entre le système olfactif humain et les systèmes de nez et langues électroniques [70]. 
  
Tout comme le système humain, les nez et langues électroniques nécessitent une phase 
d’apprentissage pour constituer une base de données (e.g. bibliothèque des odeurs). Il est 
ensuite possible de comparer les échantillons nouveaux avec les données antérieures afin de 
pouvoir les analyser, les identifier et les classifier mais aussi d’incrémenter la base de données 
lors de l’analyse d’un nouvel échantillon. Les méthodes d’apprentissage représentent des 
méthodes mathématiques et statistiques pour traiter de manière informatique des données.  
En général lors de traitements de données on réalise dans un premier temps l’analyse de  
l’ensemble des signaux afin de constituer le motif de reconnaissance. Il est représenté le plus 
souvent sous forme graphique par un histogramme ou par une représentation sous forme de 
radar (toile d’araignée) (Figure 1-7). A noter que les données dans ce mode de 
représentation ne sont pas corrélées entre elles.  
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Figure 1-7 : a) Représentation en histogramme d’une analyse de 5 vins par une langue électronique composée de 
5 transistor à effet de champ sélectif aux ions (pH ISFET) (parme : Na+, magenta : K+, jaune : Ca2+, cyan : Cl-, 
pourpre : NO3- )  [71]. b) Représentation en radar des saveurs décrites par une bière analysée par une langue 
électronique (capteur de goût) [72]. 
 
Cependant ces résultats doivent être comparés à un ou des échantillon(s) de référence, ce qui 
complexifie alors l’analyse visuelle [35]. C’est pourquoi d’autres méthodes sont utilisées afin 
d’établir quantitativement les variations observées et de classifier les cibles étudiées : c’est le 
processus d’apprentissage qui peut être supervisé ou non [73].  
Par exemple dans certains cas d’analyses lorsque l’on cherche à identifier un échantillon sans 
informations préalables, il est possible de réaliser une analyse multivariée. L’Analyse en 
Composantes Principales (PCA) est une de ces méthodes exploratoires et non supervisée 
couramment utilisée. La PCA permet de faire ressortir les relations pouvant exister entre les 
différentes données et en tirer une information statistique qui permet de décrire de façon plus 
succincte les principales informations contenues dans ces données. Nous pouvons ainsi 
regrouper les données de même famille sous forme de cluster et les classifier [1, 73]. Les 
données d’origines sont donc représentées de manière plus pertinente en considérant les 
variables de manière équivalente (sans pondération) [52]. 
A l’inverse, il existe des méthodes supervisées qui développent un modèle mathématique pour 
prédire l’appartenance d’un échantillon à un groupe (appelé aussi cluster) prédéfini. 
Contrairement à la PCA, l'Analyse Linéaire Discriminante (LDA) réduit le nombre de 
dimensions analysées tout en préservant au maximum les classes. Cette méthode réalise une 
recherche des axes générant un espace tel que la projection des données dans l’espèce 
engendrée par ces axes permette d’obtenir une meilleure séparation des classes. Cette approche 
est particulièrement utile dans les cas où les fréquences interclasses sont inégales [68]. La 
méthode de Réseau Neuronal Artificiel (ANN « Artificial Neural Network ») se base, quant à 
elle sur une version simplifiée et abstraite du processus de cognition du cerveau humain. Pour 
cela le mode d’analyse se compose d'un ensemble d’algorithmes (fonctions mathématiques) 
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interconnectés et fonctionnant en parallèle. Cette méthode reconstitue donc le système nerveux 
humain où les neurones sont remplacés par des algorithmes, comme le montre la Figure 1-8 
[1, 74]. Chaque neurone est associé à une pondération afin d’effectuer le processus 
d’apprentissage. Pour définir le système de reconnaissance le mieux adapté, il est nécessaire 
d’avoir un nombre de données initiales suffisant. Le système est de plus évolutif et utilise les 
données des expériences antérieures afin d’établir le bon réseau pour la reconnaissance de 
substances olfactives inconnues par exemple [35, 75]. 
 
Figure 1-8 : Représentation de l’architecture du réseau neuronal artificiel pour établir un système de 
reconnaissance. Les 6 neurones d’entrée représentent les 6 récepteurs différents utilisés tandis que les neurones 
de sortie permettent d’identifier l’échantillon étudié [76].  
Parfois l'utilisation de prétraitements de données telles que la moyenne, la normalisation ou le 
lissage de données permet d’améliorer les performances de l’analyse réalisée [74]. Au cours 
de cette thèse nous avons réalisé l’interprétation de nos résultats moyennés par l’analyse en 
composantes principales afin de classifier différents échantillons.  
 
1.4 Etat de l’art des langues électroniques 
   
Comme nous l’avons introduit précédemment, la conception d’une eT performante réside dans 
le capteur utilisé qui se compose d’éléments sensibles (récepteurs) et d’un système de 
transduction devant être adapté au système étudié. Dans cette partie de l’état de l’art, nous 
décrirons comment des systèmes de langues électroniques ont été conçus en adéquation avec 
les applications visées, et plus particulièrement pour l’élaboration des matériaux sensibles et 
le choix du transducteur.  
La principale caractéristique du matériel sensible utilisé est de posséder une faible sélectivité 
mais une réactivité croisée importante. Cela lui permet de répondre à un grand nombre 
d’analytes avec différentes affinités et de générer une réponse stable et reproductible. Le choix 
d’un transducteur dépend de l’application visée mais aussi du type des interactions mises en 
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jeu lors de la reconnaissance. Pour répondre à l’éventail d’applications potentielles des langues 
électroniques, divers systèmes de transductions ont été utilisés. Les principaux transducteurs 
peuvent être regroupés en trois catégories à savoir ceux mettant en jeu des variations 
électrochimiques, massiques et optiques comme le montre la Figure 1-9. 
 
Figure 1-9 : Classification des principaux systèmes de transductions utilisés pour les systèmes de nez et langues 
électroniques. 
 
1.4.1 Langues électroniques utilisant des transducteurs 
électrochimiques  
 
Les analyses électrochimiques se basent sur la détection d’entité(s) électrochimique(s) 
généralement à l’aide d’un montage à trois électrodes : l’électrode de mesure (ou de travail) ; 
l’électrode de référence et une contre-électrode appelée aussi électrode auxiliaire, comme le 
montre la Figure 1-10. Les principales techniques électrochimiques utilisées sont la 
potentiométrie et la voltampérométrie. 
 
Figure 1-10 : Schéma d’une configuration à 3 électrodes pour la mesure potentiométrique ou voltamétrique [25]. 
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1.4.1.1 Systèmes basés sur la potentiométrie  
 
La potentiométrie mesure dans le système de eN/eT, la différence de potentiel entre une 
électrode de mesure et une électrode de référence immergées dans une solution parcourue par 
un courant connu. Le potentiel mesuré est ici fonction de la présence ou non d’espèces capables 
d’accepter ou de donner des électrons. Cette méthode électrochimique est majoritairement 
utilisée comme système de transduction pour son faible coût et sa fabrication simple. Les 
électrodes de mesure utilisées sont sélectives par rapport aux ions grâce à l’utilisation par 
exemple de membranes. Ces membranes sélectives aux ions permettent de détecter de manière 
ciblée un seul ion dans un mélange. Dans le cas de ces électrodes, l’ion peut pénétrer dans la 
membrane et modifier les caractéristiques électrochimiques de cette dernière, ce qui génère la 
variation de potentiel. Cependant même si cette membrane est dite sélective à un ion, elle n’est 
pas pour autant spécifique comme le montre le Tableau 1-1. La membrane présente donc une 
grande sensibilité pour l’ion ciblé mais peut également réagir avec des ions perturbateurs aux 
propriétés chimiques ou aux structures semblables comme l’ion hydroxyde (OH-) perturbateur 
de la mesure des ions fluorures (F-) [77].  
Tableau 1-1 : Descriptif des types de membranes et des ions mesurés pour les électrodes ioniques spécifiques. 
Types de membranes Caractéristiques Ions mesurés 
Membrane en verre 
Structure basique en verre de silicate 
avec des interstices 
H+ et Na+ 
Membrane cristalline 
Contenant des espaces définis pour 
l’ion à mesurer 
F- ; Cl- ; Br- ; I - ; CN- ; SCN-; 
S2- ; Ag+; Cu2+; Cd2+; Pb2+ 
Membrane polymère 
Contenant une molécule (= ionophore) 
qui ne forme de lien qu'avec l’ion à 
mesurer 
Na+; K+; Ca2+; NO3- ; BF4- 
 
On peut citer à titre d’exemple le premier système de eT développée par l’équipe du professeur 
Koto de l'Université de Kyushu (Japon) pour la reconnaissance du goût. Ce dispositif utilise 
des membranes lipidiques artificielles comme matériaux sensibles, constituées de manières 
variables afin de correspondre aux différents goûts et de pouvoir discriminer au minimum les 
5 saveurs principales [78, 79]. Lors d’interactions électrostatiques ou hydrophobes entre les 
molécules analysées et la membrane lipidique de chaque capteur, le potentiel de la membrane 
est modifié [80] comme l’illustre la Figure 1-11. Ce système commercialisé par la société 
Intelligent Sensor Technology Inc. (INSENT) se base sur 8 capteurs permettant de reconnaître 
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l’aigreur, la salinité, l’astringence, le sucré, « l’umami » et 3 capteurs d’amertume spécifiques 
à certains ions, schématisés dans la Figure 1-11. 
 
Figure 1-11 : a) Photographie du système  TS-500Z de la société INSENT Inc. (Japon) [81]. 
b) Schéma de montage du système électrochimique. 
c) Différentes  membranes lipidiques utilisés dans le système [80]. 
 
Ce dispositif inspiré du système gustatif humain, est utilisé dans l’industrie agroalimentaire 
comme capteur de goût pour analyser des boissons comme la bière [72, 78], le thé vert [82, 
83], le café [36], la sauce soja [84]. Les motifs de reconnaissance générés par le système sont 
représentés sous forme de toile d’araignée et permettent de différentier les échantillons en 
fonction des saveurs (Figure 1-12).  
 
Figure 1-12 : Représentation graphique de différentes solutions de bière et de thé vert. Une solution de référence 
(KCl 30 mM et acide tartrique 0,3 mM) utilisée comme échantillon insipide (sans saveur) pour effectuer la mise 
à zéro du système [80].  
 
De plus ce système a été également utilisé dans le secteur pharmaceutique pour déterminer et 
évaluer l’amertume des médicaments ainsi que la capacité des molécules comme le saccharose 
ou l’α-cyclodextrine à supprimer cette sensation d’amertume [81, 85]. 
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1.4.1.2 Systèmes basés sur les transistors à effet de champs  
 
Les transistors à effet de champs (FET) se constituent d’un semi-conducteur, d’un isolant et 
d’une grille métallique sensibles aux charges [7]. Ce type de transistor (Figure 1-13) est 
couramment nommé MOSFET pour « Metal Oxide Semiconductor Field Effect Transistor », 
en raison de l’utilisation d’un oxyde comme isolant. En règle générale, on distingue le substrat 
de silicium dopé P, déficitaire en électrons, dans lequel sont inclus deux zones dopées N, c’est-
à-dire riches en électrons, permettant de réaliser les contacts ohmiques de la source et du drain. 
La grille métallique quant à elle, surmonte la couche d’oxyde de silicium déposée au-dessus 
du substrat entre les deux contacts. Le courant électrique qui circule au sein de ce type de 
transistor, entre une source et un drain, est régulé par l’intermédiaire de la tension appliquée 
sur la grille. La sélectivité du système est obtenue grâce aux modifications de sa surface par 
une mince couche d’oxyde de différents matériaux (SiO2, TiO2 par exemple), de membranes 
organiques ou d’un film de polymère. L’interaction entre les molécules cibles et la surface de 
la grille modifie les propriétés de l'interface, ce qui conduit à une modification de la tension en 
fonction de la concentration de l’espèce à adsorber, et donc à une variation du courant du drain 
[86].  
 
Figure 1-13 : Illustration schématique d’un transistor MOSFET [87]. 
 
Basé sur ce système de FET, la langue électronique Astree (Figure 1-14) a été développée et 
commercialisée par la société AlphaMOS (Toulouse), leader mondial dans le domaine des 
eN/eT. Leur système est composé de 7 capteurs qui comportent chacun une membrane orga-
nique spécifique qui interagit différemment avec les composés chimiques ioniques et neutres 
présents dans l'échantillon liquide. Toute interaction à l'interface de la membrane est détectée 
par le capteur et convertie en signal électronique. Ainsi 3 gammes de 7 capteurs ont été 
développées pour des applications respectives dans les domaines de l’alimentaire, de la 
pharmaceutique et de la mesure d’amertume des nouvelles molécules chimiques [81]. 
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Figure 1-14 : Photographies du Système αAstree2 et de ses capteurs ChemFET développés par la société 
AlphaMOS (France) [81]. 
 
1.4.1.3 Systèmes basés sur la voltamétrie  
 
Un autre système électrochimique couramment utilisé est la voltamétrie, grâce à  sa simplicité, 
sa haute sensibilité, sa robustesse et son caractère versatile. Cette méthode est basée sur la 
mesure du courant résultant de la réduction ou de l’oxydation des composés en solution sous 
l’effet d’une variation de potentiel contrôlée. Ce principe de transduction a été associé pour la 
première fois au système de nez et langues électroniques en 1997 par le professeur Winquist 
de l’Université de Linköping (Suède) et son équipe [88]. Initialement le système était composé 
d’électrodes de travail en or et en platine, d’une électrode auxiliaire et d’une électrode de 
référence [89]. Le système a ensuite évolué pour être composé de 5 électrodes de travail d’or, 
d’iridium, de palladium, de platine et de rhodium ; d’une électrode référence située au centre 
et d’une électrode auxiliaire en acier inoxydable (Figure 1-15). L’ensemble du système est 
relié à un potentiostat et à un ordinateur.  
 
Figure 1-15 : Représentation schématique d’une langue électronique composée de 5 électrodes de travail, d’une 
électrode de référence en argent et d’une électrode auxiliaire en périphérie du système. L’ensemble du système 
est relié à un ordinateur par l’intermédiaire d’une interface et d’un potentiostat [90]. 
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Développé notamment dans le secteur de l’industrie agroalimentaire, ce système permet de 
différentier des thés [91, 92], des détergents [92] pour déterminer l’efficacité de rinçage mais 
aussi pour suivre le vieillissement du lait [93] ou encore surveiller la qualité de l’eau [21]. Ce 
système a également été utilisé pour différentier les vins rouge vieillis en fûts de chêne ou dans 
des cuves d’acier grâce à la formation de composés phénols différents en fonction des 
conditions de vieillissement [94].  
 
En résumé ces systèmes électrochimiques bien qu’adaptés aux capteurs de goût restent 
limités à la détection d’échantillons contenant des ions ou des espèces chargées, ce qui 
restreint leur champ d’application. De plus, les matériels sensibles utilisés ne permettent 
pas d’obtenir une très bonne sélectivité, ce qui rend l’interprétation difficile pour 
l’analyse de milieux complexes. 
 
1.4.2 Langues électroniques utilisant des transducteurs basés sur une 
variation de masse  
 
Les systèmes de détection qui mettent en jeu une mesure d’une variation de masse, reposent 
sur l’effet piézo-électrique de certains matériaux comme le quartz. Ces composés piézo-
électriques possèdent la capacité de se polariser électriquement sous l’action d’une contrainte 
mécanique ou à l’inverse de se déformer sous l’application d’un champ électrique. Sur la base 
de ces propriétés, deux systèmes sont principalement utilisés : le système de microbalance à 
quartz (QCM) qui produit une onde se propageant au travers du quartz ; et le système d’onde 
acoustique de surface (SAW) qui produit une onde se déplaçant le long de la surface du capteur.  
En modifiant leur surface, ces matériaux sont rendus sélectifs et la reconnaissance sonde/cible 
est alors détectée via la variation de la fréquence de l’onde acoustique. De plus les deux 
systèmes QCM et SAW permettent de quantifier l’analyte fixé [15, 95]. La reconnaissance 
peut être mesurée qualitativement et quantitativement par ces dispositifs, c’est pourquoi nous 
allons à présent exposer plus en détails la QCM et la SAW.  
 
1.4.2.1 Microbalance à quartz  
 
Le système de microbalance à quartz permet d’étudier et de caractériser de manière physico-
chimique les interactions entre des molécules et la surface fonctionnalisée du quartz. Le 
dispositif expérimental se compose d’une lamelle de cristal de quartz, l’élément piézo-
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électrique, recouverte sur chacune de ses faces planes d’électrodes conductrices généralement 
en or (Figure 1-16). L’application d’un courant électrique par l’intermédiaire des électrodes, 
déforme le cristal qui se met à osciller avec une fréquence variable en fonction de l’épaisseur 
de la lamelle de quartz. La fonctionnalisation du quartz peut être faite par divers éléments afin 
de rendre la surface sensible ou chimiquement active en fonction de l’étude réalisée. Il est 
cependant nécessaire de définir préalablement les paramètres intrinsèques de la microbalance 
à quartz. Il est ainsi possible de relier proportionnellement la variation de la fréquence 
d’oscillation Δf à la variation de masse sur le quartz Δm, démontré en 1959 par Sauerbrey, par 
la relation suivante :  
 
Les paramètres intrinsèques de la microbalance à quartz sont f0 : Fréquence de résonance (Hz) ; Δf : 
Variation de fréquence d’oscillation observée (Hz) ; Δm : Variation de masse (g) ; A : Aire active du 
cristal de quartz entre les deux électrodes (cm2) ; ρq: Densité du quartz (ρq= 2.643 g.cm-3) ; µq : Module 
de cisaillement du quartz (g·cm−1·s−2). Le facteur de la température est enregistré en parallèle des 
mesures puisque la célérité de l’onde générée par le cristal en dépend.  
Il est également possible de qualifier les interactions de rigide ou de viscoélastique, par l’étude 
de la variation de dissipation (amplitude d’oscillation) en fonction de la variation de fréquence, 
c’est la QCM-D. Ainsi une dissipation importante du signal pour une faible variation de 
fréquence indique une viscoélasticité de la molécule, tandis qu’une faible dissipation sur une 
large gamme de fréquence indique une rigidité [96, 97].  
 
Figure 1-16 : Photographies d’une microbalance à quartz recouverte d’électrodes en or et du système fluidique 
associé. L’ensemble du système est commercialisé par la société Novaetech. 
Ce système de transducteur a par exemple été utilisé afin de détecter des composés organiques 
volatiles (COV). L’équipe du professeur Di Natale de l’Université Rome Tor Vergata a ainsi 
couplé ce système de transduction avec des récepteurs composés de métallo-porphyrines d’une 
part et des peptides immobilisés sur des nanoparticules d’or d’autre part, à des fins de 
discrimination des arômes naturels ou artificiels de cacao présents dans les chocolats [98].  
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1.4.2.2 Ondes acoustiques de surface 
 
Les capteurs d’ondes acoustiques de surface ou SAW, pour Surface Acoustic Wave, se basent 
sur la mesure des variations de la vitesse de propagation d'une onde acoustique. Le dispositif 
est constitué de deux paires d’électrodes inter-digitées (en peigne), composées d’un matériau 
piézo-électrique et séparées par un matériau sensible (Figure 1-17). Lorsqu’un champ 
électrique est appliqué, une des paires d’électrodes génère l’onde acoustique de surface 
(émetteur) tandis que la seconde paire d’électrodes détecte l’onde qui se propage (récepteur). 
L’amplitude et la vélocité de l’onde dépendent de la nature du milieu ce qui rend les ondes de 
surface très sensibles aux perturbations. Le matériau sensible, placé entre l’émetteur et le 
récepteur, peut donc être fonctionnalisé pour réagir de manière sélective avec les molécules 
cibles, ce qui modifie les propriétés de l’onde de surface. Les modifications de la vitesse et de 
la puissance acoustique sont proportionnelles à la quantité de ce qui a été adsorbé à la surface. 
L’équipe du professeur Gardner de l’Université de Warwick (Royaume-Uni) a développé une 
eT basée sur ce principe sans utiliser de matériel sensible. Le dispositif a été utilisé comme 
capteur de goût pour classifier les substances chimiques correspondant aux 5 saveurs (sucré, 
salé, amer, acide, « umami ») [99].  
 
Figure 1-17 : Schéma d’un transducteur d’ondes acoustiques de surface [100]. 
 
1.4.2.3 Micro-leviers 
 
La miniaturisation des systèmes de détection a notamment permis le développement de 
systèmes micro et nano électromécaniques, respectivement MEMS et NEMS. Appliqués aux 
nez et langues électroniques, ces systèmes se composent d’un ou plusieurs éléments 
mécaniques, qui s’associent en une partie fixe et une partie mobile partiellement détachée du 
support de type micro-leviers.  Dans ce système de capteurs, une action mécanique comme une 
pression ou un dépôt de matière, génère la variation de fréquence de vibration ou le 
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déplacement de la partie mobile qui se traduit alors par un signal électrique. En règle générale 
cette transduction de signal est réalisée par les surfaces conductrices ou semi-conductrices qui 
composent le système. Cependant lorsqu’une fonctionnalisation de surface est réalisée (ajout 
d’un matériau adsorbant), la variation de masse est mesurée par la modification de fréquence 
de vibration de la partie mobile.   
A titre d’exemple, la société APIX Technology développe depuis 2011 à Grenoble, un système 
d’analyseurs multigaz basé sur le couplage d’une chromatographie en phase gazeuse 
miniaturisée avec une puce silicium de quelques centimètres carrés constituée de capteurs de 
types NEMS. Cette technologie est plus compacte et moins coûteuse que les technologies 
actuellement commercialisées. De plus les applications visées par ce système peuvent être 
l’analyse des procédés de fabrication et de distribution industrielles comme la pétrochimie ou 
le gaz naturel, mais aussi l’analyse de l’air.  
En résumé, les systèmes basés sur les variations de masse sont très efficaces pour des applications 
comme les nez électroniques. Cependant, leur utilisation comme système de transduction pour les 
eT est très peu mise en œuvre à ce jour en raison de la difficulté à créer un système multicapteurs, 
auquel s’ajoutent des problèmes de reproductibilité ainsi qu’au traitement des résultats complexes 
dus à la faible sélectivité d’absorption des récepteurs et d’un rapport signal sur bruit relativement 
faible.  
 
1.4.3 Systèmes basés sur les transducteurs optiques  
 
Les systèmes de transduction optique ont notamment été utilisés pour le développement des 
langues électroniques appliquées pour l’analyse de molécules biologiques ou chimiques pures 
ainsi que des milieux complexes. En général le système de transduction optique se compose 
d’une source de lumière générée par une diode laser ou par une diode électroluminescente 
(LED), d’éléments pour diriger la lumière et d’un photo-détecteur (photodiodes, caméra CCD). 
L’interaction entre l’échantillon et les récepteurs peut être détectée soit de manière directe par 
les modifications de propriétés optiques du récepteur, soit de manière indirecte par 
l’intermédiaire d’un marqueur optiquement actif. Dans les systèmes de nez et de langues 
électroniques, le signal de reconnaissance peut être mesuré par l'absorbance, la fluorescence, 
la polarisation et l’indice de réfraction [28]. Afin d’améliorer les performances pour les langues 
électroniques avec ces systèmes, diverses équipes de recherches américaines ont conçu et 
développé des matériaux sensibles dont les propriétés peuvent être adaptées et modulées très 
précisément en fonction des applications visées. Nous allons donc décrire dans cette partie 
quelques-uns de ces systèmes. 
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1.4.3.1 Absorbance 
 
Le professeur Suslick et son équipe, de l’Université de l’Illinois, ont développé des 
multicapteurs colorimétriques. Ces derniers se composent d’un réseau de pigments 
chimiquement réactifs comme les métalloporphyrines, d’indicateurs de pH (acide et base) et 
d’indicateurs de polarité de la solution (solvatochrome) [101]. Ces divers pigments sont 
imprimés sur un support non poreux, le polyéthylène téréphtalate (PET), ci-dessous Figure 
1-18.  
 
Figure 1-18 : La première molécule illustrée est un récepteur métalloporphyrine qui permet la reconnaissance de 
base de Lewis, le second identifie les modifications de polarité tandis que le dernier récepteur représenté est un 
indicateur de pH : le rouge de phénol [101]. A droite photographie du dispositif développé par le professeur 
Suslick [102].  
 
L’interaction entre l’échantillon et les récepteurs colorimétriques induit le changement de 
coloration qui est mesurée avant et après exposition à la cible. Cela permet ensuite d’établir 
une image différentielle de réponse comme l’illustre la Figure 1-19.  
 
 
Figure 1-19 : Images du réseau de 36 récepteurs colorimétriques imprimés sur une surface hydrophobe de 6,25 
cm², avant et après 2 minutes d’exposition à l’ammoniac à une température de 25°C, à un taux d’humidité de 
50% et une concentration d’environ 300 ppm. L’image de droite représente l’image différentielle générée lors de 
l’analyse de l’absorbance [103]. 
 
Développé initialement pour la reconnaissance de composés organiques volatils (COV) [104], 
ce dispositif a été mis en œuvre pour la détection de COV toxiques [103] mais aussi de divers 
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arômes de café [105]. Ce système a par la suite été utilisé, toujours en milieu gazeux, pour le 
suivi de croissances bactériennes et pour l’identification d’espèces et de souches différentes 
comme Escherichia coli ou Staphylococcus epidermidis [106].  
Pour l’étude des solutions complexes, les colorants sont déposés selon la technique sol-gel 
formant une membrane nano-poreuse et hydrophobe afin d’éviter leurs décrochages et leurs 
éliminations lors du contact avec l’échantillon liquide. Ce système est ensuite mis en contact 
avec le milieu liquide quelques secondes, pour obtenir les variations colorimétriques. Ces 
résultats sont ensuite analysés de manière statistique afin de pouvoir identifier et distinguer 
différentes boissons comme la bière [107] ou les sodas (Figure 1-20). Cette eT permet 
également d’identifier l’absence de sucres et la présence d’édulcorants comme l’aspartame 
[108].  
 
 
Figure 1-20 : Profils colorimétriques obtenus lors de l’analyse de différentes boissons gazeuses. Les termes 
« CD » et « LCSP » définissent respectivement les boissons Canada Dry® et LaCroix Sparkling Water®. 
 
Un autre système colorimétrique de langues électroniques a été conçu par l’équipe du 
professeur Eric Anslyn de l’Université Austin (Texas) pour réaliser l’identification d’analytes 
moléculaires et ioniques. Pour concevoir leurs récepteurs, un groupement benzène 
hexasubstitué a été utilisé comme structure de base (« scaffold ») puis associé à des 
polypeptides, comme l’illustre la Figure 1-21. L’ensemble de ses composants permet ainsi de 
former une cavité [109]. En modulant la composition de ces bras peptidiques, il est possible 
de reconnaitre diverses cibles par des interactions de type liaisons hydrogènes, ioniques ou 
hydrophobes [110]. Les acides boriques présents dans la structure du récepteur permettent leur 
association avec les sucres [111-113].  
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Figure 1-21 : a) Schéma des constituants d’un récepteur synthétique. Le benzène (cerclé en vert) est hexa 
substitué et crée une cavité de liaison. Les bras peptidiques (cerclés en pointillé bleu) pourront varier la 
sélectivité du système pour des protéines en fonction des acides aminés de différentes natures utilisés (notés R). 
Les acides boriques quant à eux sont cerclés en rouge [110]. b) Image de microscopie électronique à balayage 
des microcavités de silicium contenant des billes de verre [114].  
 
Chacun des récepteurs a été immobilisé de manière covalente sur des billes de polystyrène ou 
d’agarose en fonction de l’application souhaitée. Ces billes sont ensuite déposées dans des 
microcavités de silicium percées afin d’améliorer leur temps de contact avec le milieu analysé 
par analogie avec les papilles de la langue [18, 115]. Les récepteurs sont alors mis en contact 
avec un colorant qui colore les billes par son association avec les récepteurs. Lorsque 
l’échantillon est introduit, l’effet de compétition entre celui-ci et le colorant provoque la 
dissociation et l’élimination du colorant de la surface des billes. La variation d’absorbance 
mesurée par une caméra CCD permet ainsi de générer un motif de reconnaissance pour chaque 
échantillon.  
Grâce aux différentes structures de récepteurs, diverses molécules sont différentiables comme 
les nucléosides triphosphates (ATP, GTP), des peptides phosphorylés [110, 116, 117] ou non 
[118-120] ; les protéines [110, 121], les glycoprotéines [110], les neuropeptides de la famille 
des tachykinines qui se caractérisent par une séquence C-terminale commune [122] et les 
différents sucres [17, 123].  
1.4.3.2 Fluorescence 
 
Le groupe du professeur Hamilton de l’Université d’Oxford a développé au début des années 
2000, des récepteurs dérivés de la porphyrine dans le but d’analyser et de distinguer différentes 
familles de protéines. 
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Ces récepteurs se composent tous d’un centre de tétra-phényl-porphyrine (TPP) qui contribue 
à l’affinité du récepteur auquel sont ajoutés en périphérie des substituants impliqués dans la 
sélectivité des cibles [124]. La modification périphérique des TPP permet de synthétiser un 
grand nombre de récepteurs tétra-carboxy-phényl-porphyrine (TCPP) en utilisant des 
aminoacides ou des peptides de taille, de charge, d’hydrophobicité différentes. Il est également 
possible de moduler leurs propriétés de reconnaissance en variant la position des substituants 
comme l’illustre la Figure 1-22. Les divers récepteurs TCPP ainsi obtenus, présentent des 
réactivités croisées variables qui permettent de répondre de manière distincte aux cibles.  
 
Figure 1-22 : a) Représentation de la structure des récepteurs à base de porphyrine possédant un noyau 
hydrophobe (en cercle) et des groupements périphériques distincts et chargés afin de former un récepteur tétra-
carboxy-phényl-porphyrin ( TCPP ) pour différents acides aminés ou dipeptides . b) Exemple de six récepteurs 
pouvant être générés avec deux acides aminés différents représentés par une couleur rouge et noire. c) 
Représentation des différents acides aminés ou dipeptides utilisés afin de constituer différents TCPP 
 
La détection de ce système s’appuie sur les propriétés de fluorescence intrinsèque des TCPP 
dont l’intensité sera modifiée lors de son association avec les molécules cibles [124]. Dans le 
cas d’application pour les protéines, la réponse de l’ensemble des récepteurs constitue un motif 
de reconnaissance (sous forme d’histogrammes), distinct pour chacune des cibles étudiées 
(Figure 1-23). Ce motif est alors considéré comme « l’empreinte digitale » de la molécule et 
peut être utilisé pour réaliser son identification. De plus, les auteurs ont démontré la possibilité 
d’estimer les concentrations des composants qu’ils soient purs ou issus de mélanges. 
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Figure 1-23 : a) Structure schématique des 8 récepteurs porphyriques notés de A à H 
b) Fluorescence obtenue après excitation UV à une longueur d’onde de 302 nm. La colonne 1 représente la 
fluorescence de référence de chacun des 8 récepteurs. Les colonnes 2 ; 3 ; 4 et 5 représentent respectivement les 
fluorescences obtenues après l’addition des protéines de cytochrome c ; ferrédoxine ; cytochrome c551 et 
myoglobine à une concentration comprise entre 500 et 600 µM.  
c) Motifs de reconnaissance obtenus pour chacune des protéines lors de l’utilisation des 8 récepteurs de 
porphyrines. La hauteur des barres quantifie le changement de fluorescence mesurée [125]. 
 
L’approche utilisée par le groupe du professeur Rotello de l’Université du Massachussetts, se 
fonde sur la synthèse d’une bibliothèque de récepteurs basée sur un polymère hautement 
fluorescent dérivé du poly(para-phénylène-éthynylène) (PPE). Ce type de polymère peut 
interagir avec la surface des protéines par des interactions multivalentes grâce à leur charge et 
à leur structure comme le montre la Figure 1-24. En modifiant la taille et la charge des 
substituants du polymère, il est possible de faire varier leur affinité avec les protéines. La 
détection de l’interaction moléculaire est réalisée ici par l’enregistrement de la diminution de 
la fluorescence du PPE issue du phénomène de « quenching » lors de la liaison du polymère 
avec la protéine. Cette décroissance de signal fluorescent est proportionnelle à la quantité de 
molécules liées au récepteur utilisé.  
 
Figure 1-24 : a) Système de langue électronique à base de PPE hautement fluorescent.  
b) Les structures de certains récepteurs sont également présentées [126].  
 
Le système a ensuite été amélioré afin d’augmenter grandement sa sensibilité par l’utilisation 
de nanoparticules d’or (NPs) comme matériels sensibles. Ces nanoparticules ont été pré-
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fonctionnalisées (NPF) avec une monocouche auto-assemblée. Elles se composent donc d’un 
cœur hydrophobe, d’une couche de PEG biocompatible et stabilisante et d’une surface chargée 
positivement  grâce aux groupements ammoniums périphériques. Il est également possible de 
moduler la sélectivité des nanoparticules pour les cibles en modifiant la nature des 
groupements R comme l’illustre la Figure 1-25 [126].  
 
Figure 1-25 : Structures des nanoparticules cationiques fonctionnalisées avec différents ligands R afin d’obtenir 
diverses nanoparticules notées de NP1 à NP6 et associées au polymère anionique fluorescent PPE [127] 
 
Les NPF sont associées tout d’abord avec un PPE chargé négativement, ce qui entraîne une 
extinction importante de la fluorescence du polymère (quenching) [128]. Lorsque des cibles 
telles que les protéines sont introduites dans le milieu d’analyse, l’équilibre du complexe NPF-
PPE est modifié. On observe un effet de compétition d’affinité des NPF vis à vis du polymère 
PPE d’une part et de la protéine présente en solution d’autre part [129, 130]. Lorsque l’affinité 
est plus importante pour la molécule cible, le polymère PPE est libéré dans le milieu, ce qui 
augmente l’intensité de fluorescence (Figure 1-26).  
 
Figure 1-26 : Illustrations schématiques du système de langue électronique basée sur l’utilisation de 
nanoparticules fonctionnalisées conjuguées à un polymère fluorescent. a) Illustration du phénomène de 
compétition entre un complexe PPE-NPF  et des protéines qui conduit à la restauration de la fluorescence. b) 
Schéma d’un réseau de récepteurs différentiels générant des motifs de reconnaissance différents pour deux 
protéines analysées. 
 
Le polymère de PPE a par la suite été remplacé par une protéine fluorescente: la GFP (« Green 
Fluorescent Protein »). Cette modification a ainsi contribué au succès de la discrimination des 
protéines dans le sérum humain à des concentrations physiologiques, donc relativement 
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faibles. On peut citer notamment l’application potentielle de ce système pour la différentiation 
des cellules normales, cancéreuses ou métastatiques [131] Ce système a également été appliqué 
pour détecter et identifier des bactéries de type Gram positive ou Gram négative [132]. Dans 
ce cadre d’étude, les nanoparticules ont été fonctionnalisées par des entités chargées 
positivement tout en veillant à leur conférer un caractère hydrophile ou hydrophobe [132]. 
Diverses espèces et souches de bactéries comme P. putida ou B. subtilis et Escherichia coli 
ont pu être discriminées (Figure 1-27) [133, 134].  
Remarque : La différenciation des souches a été réalisée dans une simple solution tampon et 
non dans des milieux complexes [132].  
 
Figure 1-27 : Représentation graphique des motifs de réponse de fluorescence pour des bactéries de différentes 
espèces après analyse discriminante linéaire. La covariance globale de l’analyse est de 96,3%  ADDIN EN.CITE 
[Erreur ! Signet non défini.. 
 
Ces résultats montrent l’étendue des langues électroniques pour des applications dans le 
secteur médical et alimentaire.   
Plus récemment, leur système a encore été amélioré grâce à des NPF qui ont été associées 
initialement avec une enzyme, la β-Galactosidase, empêchant par conséquent son activité 
catalytique. L’association des NPF avec des cibles (comme les cellules de mammifères), 
restaure alors la fonction d’hydrolyse de la β-Galactosidase pour un substrat fluorogène ce qui 
induit un changement colorimétrique dans le milieu (Figure 1-28). L’utilisation de cette 
enzyme a permis d’intensifier le signal de reconnaissance et d’améliorer grandement la 
sensibilité de détection à 1 nM pour des cibles de type protéiques [137]. Cette méthode couple 
donc l’amplification de signal due à la réaction enzymatique avec la versatilité de récepteurs à 
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réactivités croisées des langues électroniques. Cette langue électronique reste à ce jour, pour 
la détection de protéines, le système le plus sensible.  
 
Figure 1-28 : Représentation schématique du système de détection NPF- β-galactosidase (β-Gal). L’association 
des NPF avec des molécules cibles restaure l’activité catalytique de la β-galactosidase pour le substrat 
fluorogène 4-methylumbelliferyl- β-D-galactopyranoside, ce qui permet d’amplifier le signal de fluorescence 
associé à la reconnaissance [127]. 
 
En résumé ces langues électroniques utilisant des transductions optiques sont très 
prometteuses cependant elles possèdent des inconvénients. En premier lieu la conception 
et la synthèse des récepteurs à réactivités croisées qui s’avèrent être complexes ce qui 
limite leur nombre entre 5 et 20 récepteurs et restreint ainsi leur diversité. De plus le 
photoblanchiment des molécules fluorescentes peut entraîner une faible durée de vie des 
molécules ainsi que la faible stabilité du système sur le long terme. En second lieu la 
plupart de ces systèmes ne peuvent pas être régénérés et réutilisés en raison des fortes 
associations récepteurs-cibles. Les exemples décris sont issus de mesures après équilibre 
qui ne décrivent pas la cinétique de reconnaissance entre les cibles et les matériaux 
sensibles (suivi en temps réel). 
 
1.4.3.3 Imagerie par résonance plasmon de surface (SPRi) 
 
Le principe de l’imagerie par résonance plasmon de surface (SPRi en anglais) se fonde sur la 
détection optique de l’intensité lumineuse réfractée. Cette intensité est modulée 
proportionnellement en fonction des éléments présents en surface du système. Les avantages 
de ce système sont sa capacité à suivre les associations cibles-sondes en temps réel et sans 
marquage. Dans le cas d’un dispositif multiplexé, l’ensemble des interactions peut être 
enregistré simultanément. Dans la littérature, cette méthode est très largement utilisée dans les 
domaines des biocapteurs et biopuces [138-140] mais notre laboratoire est l’un des premiers à 
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avoir utilisé ce système pour le développement des nez et langues électroniques [141]. Depuis 
2012, une approche combinatoire a été développée afin de simplifier largement l’élaboration 
des récepteurs à réactivités croisées. Nous avons pour cela utilisé des petites molécules, 
simples et facilement synthétisables comme briques de bases (BB). Ces BB possèdent des 
propriétés physicochimiques différentes de type hydrophile, hydrophobe, chargées 
positivement ou négativement. Leur mélange (combinaison) à des proportions variables et 
contrôlées, permet de générer rapidement une grande diversité de récepteurs combinatoires à 
réactivités croisées.  
Par exemple à partir de 2 briques de bases mélangées à une concentration totale constante mais 
variable pour chaque BB de 0 à 100 % avec 10 % d’incrément, il est possible d’obtenir 11 
récepteurs combinatoires, comme l’illustre la Figure 1-29. De la même manière l’utilisation de 
3 BB génère quant à elle, 66 récepteurs. Il est donc possible de créer rapidement un très grand 
nombre de matériaux sensibles. Ainsi avec n briques de bases, un incrément de concentrations 
de i %, le nombre de récepteurs potentiels est défini par la relation  [(100/i) + n-1] ! / (n-1) ! 
(100/i) ! 
 
Figure 1-29 : Représentation des surfaces combinatoires avec les 11 mélanges contenant 2 briques de bases à 
différentes proportions mais dont la concentration totale reste constante.  
La preuve de concept de ce système s’est inspirée de la grande famille des 
glycosaminoglycanes et plus particulièrement des héparanes sulfates qui peuvent interagir de 
manière spécifique avec certaines protéines telles que les chimiokines et cytokines. Pour cela, 
nous avons développé un système de langue électronique utilisant deux BB: le lactose et le 
lactose sulfate dont les mélanges sont déposés sur la surface d’un prisme d’or pour s’auto-
assembler afin de constituer les récepteurs à réactivité croisée (surfaces sensibles). Le prisme 
fonctionnalisé et multiplexé, est ensuite couplé au système de détection SPRi afin de pouvoir 
analyser des glycoprotéines en temps réel.  
Les motifs de reconnaissance générés par ce nouveau système de langue électronique 
permettent de représenter de manière continue les réponses des récepteurs. En effet leurs 
conceptions par combinaisons de briques de bases rendent les propriétés des récepteurs 
différentes mais relativement proches. De plus lors d’analyses d’échantillons, les signaux 
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0% BB1
100% BB2
90% BB1
10% BB2
80% BB1
20% BB2
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30% BB2
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générés montrent une évolution continue mais non-linéaire, par exemple le récepteur composé 
de 10% de lactose peut présenter un signal plus important que celui des récepteurs purs. 
L’utilisation à différentes proportions des briques de bases pour constituer les récepteurs 
combinatoires est donc très pertinente. Elle permet également de représenter ces résultats soit 
sous forme d’un profil continu 2D soit sous la forme d’une image continue 3D pour établir la 
signature des molécules étudiées (Figure 1-30). Ce système breveté a prouvé son potentiel pour 
la détection et l’identification de protéines de natures différentes [142], mais aussi la possibilité 
de discriminer des protéines natives et des protéines mutantes [143] à des concentrations de 
quelques centaines de nanomolaires. 
 
 
Figure 1-30 : Représentation de réponses obtenues par notre système de langue électronique lors de l’étude de 4 
protéines présentant des affinités différentes pour les héparanes sulfates. Les isoformes α et γ des chimiokines 
CXCL12 ainsi que la cytokine de l’interféron γ (IFNγ) ont été étudiés. La protéine pro- inflammatoire Erythrina 
cristagalli lectine (ECL) a été également étudiée comme contrôle en raison de l’absence d’affinité particulière 
pour les héparanes sulfates. BB1 % représente la proportion de lactose constituant le récepteur combinatoire. 
 
Comparée aux systèmes de langues électroniques, les avantages de notre système sont: 
- D'une part, l’utilisation de molécules simples et facilement accessibles : les briques de bases, pouvant 
générer une grande diversité de détection grâce à l’approche des récepteurs combinatoires à réactivité 
croisée. Ces récepteurs combinatoires permettent d’obtenir des informations nouvelles et 
supplémentaires et permettent de renforcer la sélectivité du système. 
- D’autre part, il est possible à partir des récepteurs combinatoires et l'imagerie SPR, de générer une 
réponse temporelle et continue comme l’image 3D alors qu’à ce jour, presque tous les systèmes eN/eT 
existants sont basés sur une réponse à l'équilibre. Nous avons montré lors d’une étude antérieure que la 
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réponse temporelle améliore la discrimination des échantillons analysés par rapport à la réponse issue 
de l’équilibre. 
- De plus grâce à l’approche combinatoire, les signaux générés par l’interaction récepteur-analyte 
peuvent être représentés sous formes continues. En conséquence, le signal anormal obtenu avec un 
récepteur peut être facilement identifié et exclu si nécessaire en cas d’un défaut de fabrication. Cette 
particularité est unique et avantageuse en comparaison des approches traditionnelles eN/eT comparant 
un ensemble de données discrètes non corrélées. 
- Enfin l’étalonnage et la vérification de l’ensemble des récepteurs du système sont réalisés de manière 
globale avec une seule et même molécule à l’inverse des eN/eT traditionnels qui nécessitent souvent un 
étalonnage capteur par capteur. 
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1.5 Projet de thèse 
 
Mon projet de thèse fait suite aux travaux réalisés dans le laboratoire sur le développement 
d’une langue électronique simplifiée dans son design ainsi que dans la fabrication du matériel 
sensible. Initialement ce projet est issu de la collaboration entre le laboratoire Semi-
Conducteur Grand Gap (SC2G) de l’Institut Néel et le groupe Chimie pour la Reconnaissance 
et l’Etude des Assemblages Biologiques (CREAB) rattaché au laboratoire  Structure et Propriétés 
d'Architectures Moléculaire (SPrAM UMR 5819, CNRS-CEA-UJF) et du financement du 
Laboratoire d’excellence LANEF de Grenoble (ANR-10-LABX-51-01).  
Les objectifs de ce travail initiaient le développement d’un second système de langues 
électroniques utilisant un réseau de microélectrodes diamant fonctionnalisées par l’approche 
combinatoire associé avec un système électrochimique de type voltamétrie. De plus cette 
nouvelle langue électronique était développée dans le but de discriminer et d’identifier des 
objets complexes en comparaison avec la méthode de langue électronique utilisée par la 
méthode de SPRi. Cependant les travaux menés sur le diamant n’ont pas aboutis à l’élaboration 
d’un système fonctionnel. C’est pourquoi nous avons réorienté ce travail de thèse sur 
l’application du système de langue électronique SPRi pour l’analyse de milieux complexes 
comme le vin, la bière et le lait mais aussi d’objets complexes comme les bactéries. Par ces 
différents milieux ou objets complexes, nous avons comme objectif d’évaluer le potentiel de 
notre langue électronique pour des applications dans l’agroalimentaire notamment pour les 
contrôles qualités et la sécurité alimentaire.   
Ce manuscrit développera donc dans la suite l’élaboration et le fonctionnement de la langue 
électronique composée d’un réseau récepteurs combinatoires à réactivités croisées associé à 
un système de résonance de plasmons de surface. Puis nous détaillerons plus particulièrement 
les études applicatives réalisées pour la discrimination de milieux complexes ainsi que celles 
réalisées pour la détection et l’identification de différentes espèces et souches bactériennes. 
Les travaux préliminaires réalisés sur le diamant au sein du laboratoire SC2G sont présentés 
dans ce manuscrit en annexe.  
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2 Construction de notre langue 
électronique 
Ce second chapitre décrit dans un premier temps l’imagerie par résonance des plasmons de 
surface qui est utilisée dans notre système de langue électronique comme élément de 
transduction. Puis dans un deuxième temps, nous expliquerons la conception des récepteurs 
combinatoires à réactivités croisées ainsi que la mise en œuvre globale du système issu du 
couplage du réseau de récepteurs à une partie fluidique et à une partie optique (SPRi). Enfin 
nous détaillerons le traitement de données utilisé pour discriminer d’une part les échantillons 
en générant des profils 2D et des images 3D et d’autre part pour les classifier par l’analyse en 
composantes principales. 
 
2.1 Un système de transduction : la résonance des 
plasmons de surface 
 
La résonance plasmonique de surface (SPR) est une technique optique sensible à des variations 
de l’indice de réfraction près de la surface métallique d’un diélectrique. Dans le cadre de notre 
étude cette surface représente la partie sensible de notre capteur de type langue électronique. 
Cette méthode présente l’avantage de ne pas nécessiter de marquage préalable des molécules 
à tester et de pouvoir réaliser un suivi en temps réel des interactions entre des sondes 
immobilisées à la surface du capteur et des analytes. Il est ainsi possible de caractériser les 
interactions mises en jeu au cours de l’analyse, par l’évaluation de paramètres cinétiques 
comme les constantes d’association/dissociation ou par la détermination de la concentration en 
analytes. 
 
2.1.1 Phénomène de résonance plasmon de surface 
 
2.1.1.1. Généralités 
 
Découvert en 1902 par Richard Wood, la résonance plasmon de surface se produit à l’interface 
entre un métal riche en électrons libre (Au, Ag, …) et un diélectrique. Ce phénomène est issu 
du couplage entre une onde évanescente et les plasmons de surface du métal, correspondant à 
l’oscillation collective des électrons libres. Le système fut mis en œuvre expérimentalement à 
partir de 1968, selon deux configurations en référence aux travaux de recherche d’Otto (Otto 
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1968) ou à ceux de Kretschmann et Reather [144]. Mais c’est à partir de 1983 que les 
chercheurs Nylander et Liedberg exploitent ce phénomène selon la configuration de 
Kretschmann, dans des appareils de mesures pour réaliser la détection des gaz et de 
biomolécules par SPR [145]. 
 
Pour décrire ce phénomène de résonance plasmon de surface, considérons un système composé 
de deux milieux d’indice de réfraction (n1 et n2) avec n2<n1. Lorsqu’une source lumineuse 
incidente illumine l’interface entre deux milieux tels que du verre (milieu 1) et un milieu 
liquide ou gazeux (milieu 2), le faisceau se décompose en une partie réfractée et une partie 
réfléchie comme l’illustre la Figure 2-1. Au-delà d’un certain angle d’incidence dit angle 
critique (ϴc), défini par la relation de Snell-Descartes n1sinϴc=n2, l’ensemble de la lumière se 
propageant dans le milieu n1 est réfléchie sur le milieu n2. Ce phénomène appelé réflexion 
totale interne, génère alors une perturbation électromagnétique et la formation d’une onde 
plane dite onde évanescente confinée à l’interface des deux milieux et dont l’amplitude décroît 
de manière exponentielle à mesure que la distance avec l’interface augmente [146].  
 
Figure 2-1 : Schéma décrivant la relation de Snell-Descartes ainsi que les rayons réfracté et réfléchi a) Réfraction 
d'un rayon lumineux pour θ1<θ2, le rayon incident est aussi partiellement réfléchi dans le premier milieu; b) 
rayon critique lorsque θ1 = θc ; et c) réflexion totale interne pour θ1 > θc. 
2.1.1.2. Un système optique particulier 
 
Dans un système optique décrit selon la configuration de Kretschmann, une fine couche de 
métal riche en électrons libres (Au, Ag) est introduite à l’interphase entre le verre d’un prisme 
à haut indice de réfraction de 1,5 et le milieu à analyser (liquide ou gazeux). La lumière visible, 
qui traverse le prisme, est totalement réfléchie sur le métal de quelques dizaines de nanomètres 
d’épaisseur, lorsque l’angle incidence est supérieur à l’angle critique. Dans ces conditions de 
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réflexion totale, un transfert d’énergie entre la source incidente et la couche métallique se  
produit, créant des ondes électromagnétiques dite ondes de plasmon de surface. Le terme 
« plasmon » est lié au phénomène d’oscillation collective des électrons libres du métal à 
l’interface métal-diélectrique. A un certain angle d’incidence supérieur à ϴc, appelé angle de 
résonance ϴR, les deux ondes résonnent, le couplage de l’onde plasmon et l’onde évanescente 
est alors maximal, c’est le phénomène de résonance des plasmons de surface.  
L’intensité du faisceau réfléchi mesurée par un détecteur, est atténuée lors de ce couplage 
jusqu’à une valeur minimale correspondant au couplage optimal entre ces deux ondes. L'angle 
auquel se produit la résonance des plasmons de surface, est caractéristique de l’interface 
surface métallique - milieu. Il est caractérisé sur la courbe plasmon, représentant la réflectivité 
en fonction de l’angle d’incidence, par le minimum d’intensité mesuré comme le montre la 
Figure 2-2. 
Toute variation de composition du milieu adjacent à la surface du métal modifie alors l’indice 
local, entraînant une modification du couplage. Cette variation est alors traduite par 
l’augmentation de l’intensité mesurée ainsi que par un changement de valeur de l’angle de 
résonance [140, 147]. Pour une source monochromatique donnée, le décalage de l’angle de 
résonance associé à la modification de l’indice local de l’interface métal-milieu, peut être suivi 
selon deux méthodes comme l’illustre la Figure 2-2. La première notée 1, évalue la 
modification du milieu en faisant varier de nouveau l’angle d’incidence, ϴi, pour déterminer 
le nouvel angle de résonance ϴr2 et établir ainsi la différence entre l’angle de résonance 
considéré comme référence ϴr1 et celui nouvellement déterminé ϴr2. La seconde méthode 
notée 2 sur la Figure 2-2 et utilisée dans la majorité des cas, se base sur la mesure de réflectivité, 
c’est-à-dire de la variation d’intensité du faisceau réfléchi par rapport au faisceau incident, 
pour un angle d’incidence de mesure donné (θrim). Cette méthode évalue la variation de 
réflectivité avant et après la modification de l’interface comme le décrit la Figure 2-2.  
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Figure 2-2 : Représentation d’une courbe plasmon. Les liaisons entre les ligands immobilisés sur la surface d’or 
et les analytes génèrent un changement de position de l’angle de résonance passant de ϴr1 à ϴr2 pour les mesures 
à angle variables, avec un décalage vers la gauche noté 1, ou une augmentation de la réflectivité notée 2 pour les 
mesures réalisées angle fixe ϴr1. Cette modification de position d’angle de résonance ou d’augmentation de 
réflectivité peut être suivie en temps réel. 
 
Le phénomène optique mis en jeu par le système de détection SPR offre la possibilité de sonder 
le milieu diélectrique à proximité de l’interface métal-diélectrique puisque toute modification 
de l’indice du milieu se traduit par des modifications de la courbe plasmon. Cette propriété a 
notamment été mise à profit pour étudier les interactions de biomolécules sur l’interface couche 
métallique-diélectrique en temps réel et sans marquage. Il est important de noter que les 
variations de l’angle de résonance sont proportionnelles à la quantité de matière (cibles) fixée 
sur la surface fonctionnalisée (sondes) comme le montre la Figure 2-2. 
En résumé, la résonance de plasmon de surface est un phénomène optique confiné à l’interface 
entre un métal et un diélectrique et résulte du couplage de l’onde évanescente et des plasmons 
de surface de la couche métallique. L’obtention de la résonance de plasmon de surface est 
dépendante de paramètres comme : 
- La longueur d’onde de la lumière incidente  
- La polarisation du faisceau lumineux en transverse magnétique (TM) (décrit plus 
précisément dans « Le système d’imagerie par résonance des plasmons de surface  »). 
- L’angle d’incidence  
- L’épaisseur homogène de la couche métallique afin de permettre le couplage des ondes 
- Les indices de réfractions du système (indice du diélectrique, du verre et du métal) 
- La permittivité aux ondes des matériaux comme le verre, l’or, le milieu à analyser  
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Ces deux derniers points dépendants de la température, nécessitent que l’ensemble du système 
soit placé dans une enceinte close thermo-régulée.  
 
2.1.2 Le système d’imagerie par résonance des plasmons de surface  
 
L’imagerie par résonance des plasmons de surface (SPRi en anglais) est une évolution du 
système de SPR décrit précédemment pour la détection optique de l’intensité lumineuse 
réfléchie. Le système SPRi se compose, tout comme le SPR, d’une lumière monochromatique, 
d’un polariseur pour la lumière incidente en mode transverse magnétique (TM) ou transverse 
électrique (TE) et d’un capteur pour détecter le faisceau réfléchi, comme l’illustre la Figure 
2-3. Cependant dans le système de SPRi, le détecteur optique possède la particularité 
d’enregistrer  des images de la surface grâce à une caméra CCD (Charge Coupled Device). 
Cette capacité d’imagerie, où chaque zone de la surface étudiée correspond à un pixel du 
détecteur, permet le suivi de quelques dizaines à plusieurs centaines d’interactions en parallèle 
et de manière distincte (multiplexage). Il est donc possible de déposer, par zone, des sondes 
différentes, pour créer un réseau de fonctionnalisation sur une surface, et d’acquérir 
précisément le signal de chaque zone fonctionnalisée de manière simultanée. Ces variations de 
réflectivité traduisent quantitativement les interactions entre biomolécules analytes/molécules 
sondes, c’est-à-dire la quantité de matière (cibles) fixée sur la surface de reconnaissance 
(sondes). 
 
 
Figure 2-3 : Schéma d’un système d’imagerie par résonance plasmonique de surface (SPRi), lorsque l’angle 
d’incidence est supérieur à l’angle critique et qu’il génère un plasmon sondant la surface sur environ 
100nm.Photographie de l’image caméra d’un prisme d’or fonctionnalisé par 44 récepteurs. 
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2.1.3 Paramétrage du système 
 
En règle générale, le système de détection SPRi se base sur une configuration selon 
Kretschmann. Le paramétrage du système de détection nécessite la détermination de  l’angle 
de résonance avec le tampon utilisé au cours de l’expérience (blanc de mesure) ainsi que 
l’angle de mesure dit angle de travail du système. Cet angle, supérieur à l’angle de résonance, 
est choisi sur la partie linéaire de la courbe plasmon afin de conserver la linéarité du signal sur 
le plus grand intervalle. Une mesure du signal de référence du détecteur est ensuite prise à cet 
angle de travail par la polarisation en transverse électrique de la source lumineuse (qui ne 
génère pas de plasmons de surface). Cette image dite de référence améliore le contraste des 
images acquises par la caméra CCD en niveau de gris et permet ainsi de mieux établir les 
variations d’intensité entre le faisceau incident et celui réfléchi en éliminant le bruit de fond 
du détecteur. Les zones fonctionnalisées sont quant à elles définies par l’opérateur lors du 
paramétrage du système SPRi afin que les variations de réflectivité puissent être collectées 
simultanément mais de manière distincte par le détecteur. Les images enregistrées peuvent 
alors être traduites par le logiciel soit en images différentielles (différence d’intensité mesurée 
entre une image de référence, sélectionnée par l’utilisateur, et la nouvelle image acquise) ; soit 
en courbe cinétique, appelée sensogramme, représentant les variations de réflectivité (R%) en 
fonction du temps. 
 
A titre d’exemple, une source monochromatique polarisée en TM illumine la totalité d’un 
capteur, dont différentes sondes ont été immobilisées sur la surface d’or pour former un réseau 
de plots. Lors du passage d’analytes sur la surface de celui-ci, les indices de réfraction à 
l’interphase métal/milieu d’étude sont localement modifiés tout comme les intensités 
lumineuses réfléchies associées à chaque zone lors de mesures réalisées à angle fixe, comme 
le montre la Figure 2-4a. La variation d’intensité mesurée (ΔR%) est alors reportée sur le 
sensogramme, qui permet de caractériser les liaisons de manière quantitative par la réflectivité 
mais également de manière qualitative par la cinétique d’association-dissociation.  
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Figure 2-4 : a) Représentation d’une courbe plasmon pour un prisme d’or nu et de la translation de cette courbe 
pour une surface fonctionnalisée puis liée à des molécules cibles. b) Schéma d’un sensogramme décrivant les 
variations de réflectivité lors de l’interaction entre une sonde greffée et une cible initialement en solution. Il est 
possible de décrire l’analyse par : la mise en contact avec la solution tampon pour définir la ligne de base ; 
l’injection de l’échantillon (phase d’association) suivi de l’étape de rinçage avec l’injection de la solution tampon 
(phase de dissociation) puis de l’étape de régénération de la surface. 
 
Le sensogramme obtenu par le système SPRi décrit tout d’abord une ligne de base 
correspondant au signal établi par la solution tampon utilisée. Lorsque la cible diluée dans le 
tampon est analysée (injectée), une augmentation du signal de réflectivité est observée par 
l’association cibles/sondes, de manière plus ou moins rapide en fonction de leur affinité. Le 
système atteint ensuite un équilibre, il y alors autant d’accrochages que de décrochages cible-
sonde sur la surface du capteur. A l’étape de lavage ou rinçage, seul le tampon est de nouveau 
injecté. Le complexe cible/sonde se dissocie alors progressivement, c’est la phase de 
dissociation. Cette étape entraîne une diminution du signal jusqu’à un plateau dont la valeur 
est déterminée par les forces d’interactions entre les cibles et les sondes comme le montre la 
Figure 2-4b. Cependant lors de l’étape de rinçage, le signal de réflectivité peut ne pas diminuer 
et conserver la même intensité que celle mesurée lors de la phase d’association, ce qui traduit 
de fortes affinités cibles/sondes. A l’inverse, le signal de réflectivité SPRi peut revenir lors de 
l’étape de lavage à un niveau identique de celui de la ligne de base (avant injection). Le système 
est pour finir régénéré afin de décrocher totalement des cibles fixées, revenir au signal de base 
correspondant uniquement au tampon et pouvoir réutiliser notre système [148]. 
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2.2 Système SPRi utilisé pour la construction de langue 
électronique 
 
Notre système de langue électronique se compose pour sa partie capteur multiparamétrique 
d’un prisme d’or fonctionnalisé par diverses sondes couplé à un dispositif SPRi qui assure la 
fonction de transducteur par la détection des variations d’intensité. L’ensemble est associé à 
une partie fluidique pour introduire les solutions dans la chambre de réaction et mettre en 
contact les sondes avec les cibles à analyser comme l’illustre la Figure 2-5. L’ensemble du 
système de détection SPRi ainsi que le capteur multiparamétrique fonctionnalisé sont placés 
dans une étuve thermo-régulée à 25°C (Memmert IPP 200-400®) afin de limiter l’influence de 
variation de température sur le phénomène de résonance des plasmons de surface. 
 
Figure 2-5: Schéma global du système de langue électronique composé d’une partie optique et d’une partie 
fluidique [149]. 
 
2.2.1 Montage optique de SPRi 
 
Le système de détection SPRi est fourni par Horiba (Horiba Scientific-GenOptics, France) afin 
d’évaluer les interactions de biomolécules à la surface du capteur en temps réel par suivi des 
variations de réflectivité. Le montage se compose, comme l’illustre la Figure 2-6.   
- d’une source de lumière de type LED générant un faisceau de lumière 
monochromatique (λ = 635 nm)  
2.2. Système SPRi utilisé pour la construction de langue électronique 
 
65 
 
- d’un polariseur pour polariser la source lumineuse en TM ou TE 
- d’un miroir pivotant pour faire varier l’angle d’incidence du faisceau sur le prisme  
- de lentilles pour orienter et dimensionner le faisceau  
- d’un détecteur de type caméra CCD (8bits) collectant la lumière réfléchie et 
enregistrant les images de la surface toutes les 0,2 secondes. 
 
 
Figure 2-6 : Photograhie du système d’imagerie SPRi utilisé. 
Le logiciel Horiba Scientific-GenOptics est utilisé pour traiter et convertir en sensogrammes, 
les variations de réflectivité enregistrées selon les zones définies et sélectionnées du système. 
2.2.2 Montage fluidique 
 
Le montage microfluidique se compose de plusieurs éléments : 
- Une réserve de solution tampon de même composition et d’un volume suffisant pour 
permettre son utilisation durant l’ensemble de l’expérience. Ce tampon est réalisé au 
sein du laboratoire avec une solution aqueuse d’HEPES à pH 7,4 (HEPES 10mM, NaCl 
150mM, Tween20® 0.005% v/v), 
- Une pompe Cavro de type pompe seringue de 5mL (Tecan, USA) pour obtenir un flux 
continu par contrôle informatique (Cavro XLP Cavro 6000, les instruments 
scientifiques Cavro, États-Unis). Le débit volumique sera lors des expériences compris 
entre 0,56µL/s et 1.56µL/s. 
- Un système de dégazage (Elite Degassing System™, Alltech, France) où passe le 
tampon afin d’éviter la formation de bulles d’air, qui perturberait le signal enregistré 
par modification de l’indice de réfraction du milieu. En effet, si une bulle était 
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introduite dans la chambre de réaction durant l’injection d’un échantillon, le signal 
important induit par l’indice de l’air, proche de 1, masquerait celui généré par 
l’association de l’analyte avec la surface. 
- Une valve d’injection 6 ports (Upchrch Scientific, USA) permettant d’avoir une voie 
fluidique principale reliant la sortie du dégazeur à la cuve fluidique et  une voie annexe 
(auxiliaire) composée de la boucle d’injection isolée du dispositif. Ces deux voies sont 
séparées lors du chargement de la boucle mais associées lors de l’injection de 
l’échantillon. Deux boucles d’injections ont été utilisées avec un volume de 500 µL et 
de 1 mL.  
- Une cellule fluidique ou chambre de réaction de forme hexagonale, dont les dimensions 
caractéristiques sont présentées dans la Figure 2-7. Placée au-dessus de notre capteur, 
elle permet de recouvrir totalement la surface du prisme par la solution étudiée. Il est 
important que la solution soit homogène au sein de la cuve et qu’elle puisse être 
éliminée de la surface du capteur. Au cours de l’étude nous avons utilisé des cuves de 
10 µL, 31 µL et 52 µL.  
- Divers fils de connectique situés entre la boucle d’injection et la cellule fluidique 
correspondent à un volume mort, déterminé expérimentalement à 300µL.  
 
Figure 2-7 : Image SolidWorks de la vue du dessous de la cellule fluidique dont le volume de 52 µL est contenu 
dans la forme hexagonale. L’entrée et la sortie nécessaires pour les écoulements sont les cylindres, les plus 
importants permettent de connecter les tubes fluidiques. Photographie de la cuve du dessus à gauche et du 
dessous à droite. 
 
Remarque : L’ensemble du circuit fluidique est composé du matériau PEEK afin de limiter 
l’adsorption des molécules biologiques sur la surface. 
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2.3 Réalisation du réseau de récepteurs combinatoires 
 
Dans le cadre de l’étude, le choix d’une détection d’imagerie par résonance plasmonique de 
surface (SPRi), impose de concevoir l’ensemble de notre capteur sur un prisme de verre 
recouvert d’une fine couche métallique, fourni par la société Horiba Scientific-GenOptics 
(Orsay, France). L’or a été choisi comme couche métallique riche en électrons, c’est un 
élément chimique inerte dont la non-toxicité le rend compatible pour l’étude de milieux 
biologiques. L’épaisseur homogène de 50 nm a été déterminée afin de correspondre aux 
conditions optimales de résonance des plasmons de surface. En effet, il a été établi que pour 
une longueur d’onde comprise entre 600 et 1000nm, il est nécessaire d’avoir des épaisseurs 
d’or comprises entre 44nm et 50nm pour obtenir une meilleure résonance des plasmons de 
surface [150]. L’onde évanescente créée, pénètre alors dans le film métallique jusqu’au milieu 
biologique sur une profondeur d’environ 100nm [151]. La fonctionnalisation du prisme doré 
est réalisée par auto-assemblage en monocouche (SAM « Self Assembled Monolayer ») des 
récepteurs via la chimie thiols grâce à la forte affinité entre l’or et le soufre [152].  
2.3.1 Prétraitement du prisme 
 
Avant l’utilisation de prisme, la surface d’or a été nettoyée dans un réacteur à plasma, le Femto 
300 (Diener Electronic, Allemagne). Cette étape se déroule 3 minutes sous une puissance de 
40 volts et à une pression de 0,6mBar composée à 75% d’oxygène et à 25% d’argon. L’oxygène 
présent en majorité dans le milieu entraîne une décomposition en gaz des molécules 
contaminant le support. Le bombardement d’atomes d’argon rompt quant à lui, les liaisons 
chimiques des oxydes éventuellement présents à la surface du support d’or pour créer des sites 
actifs de type radicalaire. Ce nettoyage rendant la surface d’or très hydrophile, il est alors 
impossible de réaliser immédiatement le dépôt des sondes sous forme de micro-gouttelettes 
puisque celles-ci s’étalent sur la surface et coalescent. Après optimisation, l’étape de 
fonctionnalisation est donc réalisée 48 heures après ce prétraitement afin d’obtenir une 
procédure reproductible pour la fonctionnalisation de surface en accord avec les études 
réalisées sur les SAMs [153]. Durant ce lapse de temps, le prisme est conservé dans une 
atmosphère close contenant un gaz d’argon. 
  
2.3.2 Description des molécules sondes utilisées 
 
Dans cette étude, nous avons utilisé 2 disaccharides comme briques de base, le lactose et le 
lactose sulfaté pour inscrire ce travail dans la continuité des travaux réalisés précédemment sur 
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les protéines et de pouvoir comparer si besoin les résultats obtenus. Afin de pouvoir greffer 
ces deux sucres sur le prisme doré, ces derniers ont été modifiés en ajoutant un espaceur ainsi 
qu’un groupement terminal thiol. L’ensemble de ces modifications réalisées par l’équipe de 
Professeur David Bonnaffé de l’Université de Paris-Sud, nous permet d’obtenir les 2 briques 
de base hydrophiles : le lactose neutre, noté BB1 et le lactose sulfate chargé négativement noté 
BB2 dont les structures sont présentées ci-dessous dans la Figure 2-8.  
 
Figure 2-8 : Schéma des structures chimiques des sucres utilisés. Ces molécules symétriques se composent du 
groupement terminal dit sensible pour effectuer la reconnaissance des molécules, d’un espaceur et d’un 
groupement de tête de disulfure qui forme de manière spontanée une couche SAMs lors de l’étape de 
fonctionnalisation de la surface d’or.  
 
2.3.3 Préparation et réalisation des récepteurs combinatoires à 
réactivité croisée 
 
Dans l’étude, les deux briques de bases (BBs) ont été utilisées pour réaliser 11 mélanges à 
différents ratios afin d’obtenir après dépôt sur la surface dorée du prisme, 11 récepteurs 
combinatoires (RC) aux propriétés physicochimiques différentes. La concentration totale en 
disaccharides dans chacune des solutions est constante et égale à 0,1mM tandis que le rapport 
de concentration des briques de bases est variable selon l’équation suivante :  
[Lactose]
[Lactose] + [Lactose-sulfate]⁄   Équation 1 
2.3. Réalisation du réseau de récepteurs combinatoires 
 
69 
 
Les 11 solutions sont préparées selon le Tableau 2-1, et définies en fonction de leur pourcentage 
en lactose contenu, il y a ainsi les récepteurs composés de 0 ; 10 ; 20 ; 30 ; 40 ; 50 ; 60 ; 70 ; 
80 ; 90  et 100% de lactose. Les concentrations mises en jeu en lactose étant différentes pour 
chaque récepteur ; les propriétés de surface associées, c’est-à-dire les propriétés d’affinité et 
de sélectivité pour des cibles seront variables, c’est ce qui définit un récepteur différentiel. 
L’ensemble des solutions est préparé dans une solution tampon HEPES à pH 7,4 (HEPES 10 
mM, NaCl 150 mM, Tween20® 0.005% v/v) et dans de l'eau ultra-pure (18.2 MΩ.cm-1) avec 
10% de glycérol afin éviter l’évaporation des solutions déposées sous forme de 
microgouttelettes à la surface du prisme lors de la fonctionnalisation de surface. 
Tableau 2-1 : Table décrivant les solutions et leurs proportions afin de réaliser les récepteurs 
combinatoires. La concentration finale en sucre de chaque solution est de 0,1mM. 
 
Ensuite, chaque composition est préparée, puis déposée sans contact, sous forme de 
gouttelettes de 8 nL, soit par robot spotter piézo-électrique Siliflow (France), soit par le robot-
spotter SciFlexarrayer™ S3 de Scienion AG (Allemagne) illustré dans la Figure 2-9 a) et b). 
Les solutions  sont déposées quatre fois sur la surface du prisme (quadriplicat) avec un volume 
total de 8 nL pour chaque dépôt ou spot. L’ordonnancement de ces plots est assimilable à une 
matrice bidimensionnelle Figure 2-9 c) et d). La disposition des plots sur la surface dorée du 
prisme répond à un ordre préétabli afin d’éviter leurs juxtapositions, de pouvoir comparer les 
signaux obtenus par des prismes différents et de déterminer, par exemple, l’existence d’effets 
de bords par la cuve.  
Remarque : La matrice de dépôt est également représentée dans l’Annexe 4. 
 
 
100% 
BB1 
90% 
BB1 
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BB1 
70% 
BB1 
60% 
BB1 
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BB1 
0% 
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Figure 2-9 : a) Photographie du robot-spotter SciFlexarrayer™ S3 de Scienion AG. b) Photographies des 
gouttelettes éjectées par le système piézo-électrique du robot spotter SciFlexarrayer™ S3. c) Image de la matrice 
bidimensionnelle de dépôt. Chaque couleur correspond ici à un récepteur combinatoire différent. d) Photographie 
du prisme doré après des dépôts des solutions pour constituer les récepteurs à réactivités croisés. 
La construction proprement dite des récepteurs combinatoires différentiels, est réalisée lors de 
l’auto-assemblage moléculaire des mélanges de lactose/lactose sulfaté en une monocouche 
(SAM), comme le montre la Figure 2-10. Cet ancrage non covalent sur la surface dorée résulte 
de l’affinité importante entre l’or et les groupements thiols des briques de bases modifiées 
[154-156]. Afin d’obtenir une monocouche dense et bien ordonnée, en d’autres termes des 
plots homogènes, le temps de contact minimum entre la surface d’or et « les 8 nL des solutions 
de mélanges de BBs » est de 18h [157]. Il est supposé ici que le rapport de chaque brique de 
base auto-assemblée à la surface du prisme correspond au rapport molaire de la solution 
déposée [158].  
 
Figure 2-10 : Représentation schématique des 11 récepteurs combinatoires à réactivités croisées constitués de 2 
briques de bases à différentes proportions. 
 
Le prisme est ensuite déposé dans une boîte de Pétri contenant 1mL d’eau pure durant les 18h 
nécessaires pour la fonctionnalisation afin d’obtenir une atmosphère humide et éviter ainsi le 
dessèchement des gouttes [157]. Enfin l’ensemble du prisme est soigneusement rincé avec une 
grande quantité d’eau dé-ionisée pour éliminer les molécules sondes en excès non ancrées, puis 
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séché sous un flux d'argon et conservé au réfrigérateur à 4°C. L’approche de fonctionnalisation 
ainsi que les briques de bases utilisées permettent d’obtenir des récepteurs combinatoires à 
réactivité croisée dont la préparation et la réalisation sont simples et peu coûteuses. De plus le 
système développé est réutilisable après régénération de la surface par l’ajout d’un détergent ; 
le sodium dodécyl sulfate (SDS) concentré à 2% m/v. Cette solution permet de décrocher 
totalement des cibles fixées à la surface du prisme sans dégrader les surfaces sensibles [148]. 
2.4 Traitement des données 
 
Les données de réflectivité sont acquises par le système  toutes les 10ème de seconde  et sont 
converties par le logiciel en images différentielles ainsi qu’en sensogrammes pour l’utilisateur 
en se basant sur les valeurs numériques de réflectivité obtenues au cours de l’expérience. Ces 
informations sont ensuite analysées pour établir un profil continu 2D ainsi qu’une image 3D 
pour chaque échantillon, présentés ci-dessous dans la Figure 2-11. 
 
 
Figure 2-11 : a) Traitement des données obtenus par le logiciel SPRi : image différentielle du SPRi en niveau de 
gris, plus l’intensité est blanche plus il y a de quantité de matière déposée sur les récepteurs combinatoires, donc 
plus la réflectivité mesurée est importante. Cette image traduit les informations du sensogramme à un temps 
précis. b) A partir des données du sensogramme, des profils 2D et des images continues 3D peuvent être générés 
afin de valoriser la composition des récepteurs combinatoires à réactivité croisée. 
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2.4.1 Méthode de discrimination 
 
2.4.1.1. Sensogrammes 
 
Comme nous l’avons dit précédemment dans la partie 2.1.2 de ce chapitre, le sensogramme 
décrit l’évolution de la réflectivité en fonction du temps, de chaque récepteur combinatoire de 
notre langue électronique, pour une molécule ou solution cible. Diverses informations 
quantitative et qualitative peuvent être extraites à partir de l’amplitude du signal et de la 
cinétique d’interaction (association-dissociation-équilibre) afin de discriminer les échantillons 
entre eux. Le sensogramme permet ici d’évaluer la réactivité croisée de nos récepteurs qui est 
commune au système de nez et langues électroniques. Toutefois cette seule représentation ne 
permet pas de valoriser la réalisation de récepteurs combinatoires, si particulière dans notre 
système de langue électronique. C’est pourquoi des profils continu 2D ainsi que des images 
3D sont générés. 
2.4.1.2. Profil continu 2D  
 
Le profil continue 2D ou profil de reconnaissance décrit la réflectivité mesurée à un temps 
donné, en fonction de la proportion en BB1 (lactose) constituant le récepteur combinatoire. Le 
temps étudié est sélectionné lors de la phase de rinçage, lorsque le signal obtenu reflète 
l’affinité de liaison cible-récepteur. Lors de la phase d’injection, l’introduction du milieu 
contenant les molécules d’intérêt modifie l’indice de réfraction du système. Ce profil de 
reconnaissance permet également de mieux évaluer l’affinité de liaison par rapport aux autres 
récepteurs combinatoires.  
En règle générale, les approches de traitements de données pour les systèmes de nez et langues 
électroniques classiques se basent sur des données discrètes non corrélées, puisque les 
récepteurs sont totalement différents les uns des autres. Dans le cas de notre langue 
électronique, la surface des récepteurs combinatoires se composent des deux mêmes 
constituants dont les proportions sont modifiées afin d’obtenir des récepteurs différentiels, les 
profils peuvent donc être présentés sous formes de courbes continues. Grâce à la continuité du 
signal généré par le traitement de données, il est possible d’identifier plus facilement les 
signaux aberrants résultant d’un dysfonctionnement lors de la fabrication des récepteurs 
combinatoires à réactivité croisée, ou d’une dégradation par usure naturelle du système lors de 
son utilisation. 
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2.4.1.3. Image 3D  
 
La seconde représentation des résultats est l’image 3D, qui définit la variation de réflectivité 
en fonction du temps et de la proportion en BB1 composant chaque récepteur combinatoire. 
Elle correspond au sensogramme auquel un axe de proportion en lactose de chaque récepteur 
a été ajouté. Cette représentation, en trois dimensions, reflète les affinités de liaisons tout 
comme le profil continue 2D, mais aussi les forces d’interactions établies entre les cibles en 
solution et les sondes fixées sur le prisme doré. L’image 3D combine donc les informations 
cinétiques du sensogramme aux affinités de liaisons établies par le profil de reconnaissance.  
Ces deux représentations continues générées à partir des données du sensogramme peuvent 
être utilisées comme les signatures des molécules ou des solutions analysées en d’autres termes 
comme leurs « empreintes digitales ». Elles permettent ainsi en fonction de l’étude, de cibler 
l’analyse des résultats sur l’affinité entre récepteurs combinatoires ; sur leurs cinétiques ou 
parfois les deux afin de se compléter comme nous pourrons le voir par la suite. De plus les 
profils et les images permettent d’identifier les récepteurs combinatoires défectueux de notre 
système de langue électronique.  
2.4.2 Méthode de classification  
 
Afin de classifier les différents échantillons étudiés aux cours de ces travaux, nous avons utilisé 
la méthode d’Analyse en Composantes Principales (PCA). 
Cette méthode statistique exploratoire permet à partir de données quantitatives recueillies et 
définies par plusieurs variables (n dimensions), de les représenter de manière plus pertinente 
par un nombre réduit de variables ; les composantes principales. Ce nombre de composantes 
réduit généralement au nombre de 2 ou 3 permet une représentation simplifiée des données par 
des graphiques 2D ou 3D. Dans le cadre de notre étude, les réflectivités mesurées pour chaque 
échantillon représentent nos données quantitatives et sont définies ici par la composition en 
lactose des récepteurs combinatoires ainsi que par le temps. L’ensemble des données va être 
examiné afin d’explorer les ressemblances entre les échantillons ainsi que les liaisons entre les 
variables. Les données sont alors organisées et orientées selon des axes correspondant aux 
composantes principales pour étendre le nuage de données en déformant le moins possible la 
réalité et établir ainsi leur dispersion ou variance en pourcentage. 
Plus le pourcentage de variance pour l’axe est élevé, meilleure est la discrimination des 
échantillons sur cet axe, c’est-à-dire à partir de cette composante principale (PC en anglais 
pour « Principal Component »). Pour obtenir cette représentation PCA, une réorganisation des 
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données est effectuée un changement de repère selon l’axe présentant la meilleure 
discrimination (pourcentage de variance le plus élevé) PC1 puis selon un deuxième axe, PC2, 
présentant la seconde meilleure variance de manière à ce que PC1 soit orthogonale à PC2 
comme le décrit la Figure 2-12. 
Par analogie avec la photographie, la PCA recherche le meilleur angle de vue pour transcrire 
en photographie (2D) ce que nous observons dans notre environnement (3D)[159]. 
 
Figure 2-12 : Représentation d’une PCA pour résumer de manière pertinente les données avec une perte 
d’information proche de 23%, la somme globale des variances étant d’environ 77%. Elle permet de résumer 
visuellement les données et de mettre en évidence les 5 groupes ou clusters en anglais étudiés dans ce travail 
[160]. 
 
Dans le cadre de notre étude de classification des échantillons, le traitement global des données 
a été réalisé grâce au Logiciel Mathematica 10.0. Cette analyse statistique des résultats infirme 
ou confirme les observations décrites à partir des profils et des images d’évolution continue 
puisque les informations extraites du traitement de données sont représentées de manière non 
supervisée.  
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3 Analyse des mélanges complexes par le 
système de langue électronique 
Nous avons vu dans le premier chapitre que le système de langue électronique basé sur des 
récepteurs combinatoires à réactivités croisées, est très pertinent pour la discrimination des 
protéines pures. L’objectif de cette étude est d’évaluer la capacité de notre dispositif pour 
analyser des milieux complexes contenant des centaines de molécules tels que les boissons 
(vin, bière, lait, etc.). 
L’enjeu principal de cette étude est de vérifier si les récepteurs combinatoires composés 
seulement de deux briques de bases sont capables de répondre différemment aux milieux 
complexes avec une bonne sélectivité. Toutefois des incertitudes demeurent quant à la 
saturation des récepteurs combinatoires lors de la mise en contact avec ces échantillons 
complexes en raison d’un éventuel manque de réactivité croisée. 
 
3.1 Analyse des mélanges complexes vin/bière/lait  
 
Pour cela nous avons testé en premier lieu trois types de mélanges complexes : le vin, la bière 
et le lait. L’ensemble des échantillons est ouvert juste avant d’être analysé pour subir des 
prétraitements lorsque cela est nécessaire. Les bières sont dégazées sous vide au travers d’un 
verre fritté de 22 µm puis filtrées à nouveau dans un filtre seringue de 0,2 µm pour être ensuite 
diluées dans du tampon HEPES (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 0,005% Tween 20®, pH 7,4) 
à 10% v/v. Les vins quant à eux sont filtrés à deux reprises au travers d’un filtre seringue de 
0,2 µm puis dilués dans le tampon d’HEPES à 1% v/v. Les mélanges complexes de vin et de 
bière ont été dilué à des concentrations différentes afin d’obtenir des intensités de signal 
comparables. Pour le lait, l’ensemble des échantillons provient de la même bouteille de lait et 
est dilué à 0,125% v/v avec du tampon HEPES. L’analyse à un débit constant de 1,56µL.s-1 est 
ici découpée en deux phases: une première de 7 minutes qui correspond à l’introduction des 
milieux complexes dans la cuve fluidique, c’est la phase dite d’injection. Puis une seconde 
phase de 7 minutes dite de rinçage qui correspond au passage du tampon HEPES dans la cuve 
fluidique. Le volume total d’échantillon introduit dans la cuve fluidique est ici de 330 µL. 
Dans un premier temps, nous avons observé la sensibilité mais surtout la bonne sélectivité des 
récepteurs combinatoires à réactivités croisées pour chaque type de mélanges complexes afin 
de les discriminer. Dans un second temps nous avons diversifié l’origine des échantillons. 
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L’étude a ainsi porté sur trois vins français d’appellation d'origine contrôlée (AOC) générique : 
le Côtes du Rhône ; Bordeaux et Bourgogne ainsi que sur trois bières : la Stella Artois 
(Belgique) ; la Leffe (Belgique) et la Pelforth brune (France) ainsi que du lait demi-écrémé 
stérilisé à Ultra Haute Température (UHT). 
3.1.1 Différentiation  des 3 mélanges complexes 
 
L’injection des trois types de mélanges complexes a permis d’obtenir des sensogrammes 
différents et de révéler ainsi la sélectivité de la langue électronique pour les solutions analysées. 
Comme l’illustre la Figure 3-1, l’analyse des réponses a généré des profils continus 2D à un 
temps donné et des images 3D décrivant l’évolution de la réflectivité au cours du temps. 
 
 
Figure 3-1 : Exemple de représentation des images 3D (à gauche) et des profils continus 2D (à droite) obtenus à 
la 13ème minute pour a) le vin rouge de Bourgogne, b) la bière Leffe et c) le lait UHT. Le profil continu 2D est  
établi à partir de la moyenne des 4 réplicas de récepteurs combinatoires présents sur un même prisme,  les barres 
d’erreurs observées représentent donc les écarts types. 
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Les images 3D du vin de Bourgogne, de la bière Leffe et du lait permettent d’illustrer la 
cinétique observée et d’obtenir des informations sur l’association et la dissociation de chacun 
des échantillons. Lors de la phase d’injection une augmentation importante de la réflectivité 
est mesurée pour atteindre vers 5 minutes, un signal maximum à environ 1 et 5% 
respectivement pour le vin, la bière et à 9% pour le lait. Puis la réflectivité diminue 
progressivement de manière plus ou moins rapide pour se stabiliser lors de la phase de rinçage. 
La comparaison des profils 2D est établie à la 13ème minute, c’est-à-dire à la fin de la phase de 
rinçage lorsque le signal de réflectivité décrit uniquement l’affinité de liaison cible-récepteur 
(sans saut d’indice de réfraction).  La Figure 3-1, montre que le vin rouge présente une forte 
affinité pour les récepteurs composés uniquement de lactose (100% BB1). La bière et le lait 
présentent au contraire une meilleure affinité pour les récepteurs composés à 100% de lactose-
sulfate (0% BB1). Malgré une dilution plus importante du lait à 0,125% v/v, l’intensité des 
signaux mesurés à la 13ème minute indique une plus forte affinité pour les récepteurs 
combinatoires avec un signal maximal à 6% contre 0,25% pour la bière et 0,6% pour le vin. 
L’affinité de liaison est donc plus importante entre l’échantillon de lait et les récepteurs. 
Les profils continus 2D et les images 3D issus de l’analyse des sensogrammes mettent en 
évidence les différences entre les échantillons en termes d’affinités et d’intensité de signal. Les 
trois types de mélanges complexes peuvent ainsi être identifiés et différenciés entre eux, en 
utilisant le profil continu 2D et l’image de reconnaissance 3D comme des « empreintes 
digitales ».  
  
3.1.2 Classification des 3 mélanges complexes 
 
Afin d’explorer la capacité de notre système de langue électronique à classifier les mélanges 
complexes, de nouveaux échantillons ont été introduits dans l’étude. Les six échantillons de 
vin, de bière ont été injectés à trois reprises de manière aléatoire sur notre langue électronique 
tout comme ceux de laits injectés après différents temps d’incubation. Nous avons ainsi réalisé 
l’analyse des 33 sensogrammes obtenus pour extraire les profils 2D associés 13 minutes après 
le début de l’injection (c’est-à-dire en fin de rinçage), ainsi que l’image continue 3D de chaque 
échantillon. Une représentation de l’ensemble  des résultats, présentée Figure 3-2, a ensuite été 
établie par la méthode statistique d’analyse en composantes principales des images 3D. 
L’acquisition des données toutes les 30 secondes durant 14 min sur chacun des 11 récepteurs 
(28 mesures d’intensité) définissent 308 paramètres parmi lesquels deux d’entre eux permettent 
de représenter l’ensemble de résultats de manière simplifiée avec un maximum d’informations 
(variance globale). 
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Figure 3-2 : Représentation de l’analyse en composantes principales pour classifier les mélanges complexes de 
vins, de bière et de lait selon deux composantes principales.  
 
La Figure 3-2 montre que l’ensemble des échantillons se distingue selon leur type à savoir le 
vin, la bière et le lait, avec une variance globale de 97% (c’est-à-dire avec une perte 
d’information de 3%). Le système développé est donc adapté à la discrimination et à la 
classification de ces trois types de mélange complexe, chacun d’entre eux se regroupant dans 
une zone bien délimitée du graphique et propre à chaque échantillon. En revanche la distinction 
d’origine des échantillons de vin  (Côtes du Rhône, Bordeaux et Bourgogne) ainsi que les 
marques de bière (Stella Artois, Leffe et Pelforth) est ici impossible puisque les résultats sont 
regroupés dans une zone restreinte. Il semble ici nécessaire d’introduire de nouvelles briques 
de bases, aux propriétés physicochimiques différentes, pour discriminer de manière plus 
efficace les différentes origines ou marques des échantillons d’alcool. 
Les divers échantillons de lait, quant à eux, se regroupent dans une zone mais présentent une 
importante dispersion ce qui laisse à penser qu’un suivi du vieillissement peut être réalisé avec 
notre dispositif. Cette observation, nous a incités à réaliser une étude plus importante sur le lait 
pour des échantillons d’origine animale ou végétale ainsi que sur son vieillissement au cours 
du temps. 
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3.2 Analyse de différents types de laits 
 
Pour réaliser cette étude, 5 boissons ont été utilisées ; du lait de vache cru et du lait de vache 
stérilisé à ultra haute température (UHT), une boisson au soja, une boisson au soja aromatisée 
au chocolat et une boisson au riz. Le terme de boisson est utilisé pour les liquides d’origines 
végétales, en référence à la réglementation en vigueur, où le terme de lait n’est appliqué que 
pour les liquides d’origine animale. En effet le 1er article du Décret du 25 mars 1924 indique 
que « la dénomination "lait" sans indication de l'espèce animale de provenance, est réservée 
au lait de vache. Tout lait provenant d'une femelle laitière autre que la vache doit être désignée 
par la dénomination "lait" suivie de l'indication de l'espèce animale dont il provient : "lait de 
chèvre", "lait de brebis", "lait d'ânesse", etc.... » [161]. 
Avant leur commercialisation l’ensemble de ces mélanges a subi un traitement, le plus souvent 
thermique, utilisant différentes combinaisons de temps et de température, afin de minimiser la 
contamination microbienne des produits tout en conservant leurs qualités organoleptiques. 
Ainsi pour les boissons végétales seule la technique de stérilisation à 115-120°C durant 20 à 
30 minutes est utilisée, contrairement au lait dont le traitement thermique peut être réalisé selon 
4 méthodes. C’est pourquoi la spécification du traitement thermique mis en œuvre est utilisée 
pour décrire les laits employés. 
Le système de langue électronique est utilisé en premier lieu pour distinguer des échantillons 
de natures différentes, comme le lait de vache et les boissons végétales de soja et de riz, puis 
pour discriminer des mélanges de même nature, ayant subi un traitement thermique différent. 
L’analyse portera dans un premier temps sur les sensogrammes obtenus par les différentes 
boissons, puis sur les profils continus 2D et les images 3D générés pour ensuite présenter 
globalement les résultats par l’analyse en composantes principales. 
 
3.2.1 Caractéristiques des boissons analysées 
 
 
Obtenues à partir d’eau et de graines, les boissons végétales ne contiennent pas de lactose et 
ne sont pas normalisées dans l’industrie. Les fabricants peuvent ainsi enrichir leurs produits 
avec des vitamines (B12 et B3), du calcium, ou encore du fer en fonction de leur propre cahier 
des charges. Ces boissons présentent donc des compositions différentes par rapport au lait 
d’origine animale mais aussi entre industriels comme le montre le tableau 3-1.  
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Tableau 3-1 : Comparatifs des contenus nutritionnels pour 100 mL de produits entre une marque de distributeur 
et celle d’un leader du marché biologique. Les nutriments marqués d’un astérisque sont des mentions 
obligatoires sur les emballages. 
 
Boison de 
soja-chocolat 
Boisson de 
soja 
Boisson de 
riz 
Lait de 
vache 
Valeur énergie* kJ 310 178 231 450 
Matières grasses* (g) 2,5 2,5 1 3,5 
- Acide Gras saturés 0,5 0,4 0,1  
- AG mono insaturés 0,5 0,7 0,3  
- AG poly   insaturés 1 1,4 0,6  
Glucides* (g) 8,5 1 11 5 
Sucres* (g) 8 1 5 5 
Fibres alimentaires (g) 1,1 0,1   
Protéines* (g) 3,8 4 0,2 3,5 
Sel* (g) 0,1 <0,04 0,1  
 
 
3.2.2 Discrimination des boissons 
 
Les sensogrammes générés lors de l’injection des boissons végétales et des laits d’animaux 
décrivent une cinétique différente et présentent une sensibilité variable pour les récepteurs 
combinatoires (Figure 3-3).  
La phase d’injection montre une augmentation de la réflectivité au cours du temps pour 
l’ensemble des mélanges mais la phase de rinçage décrit deux cinétiques. La première présente 
une dissociation supérieure à 25% du mélange avec les récepteurs, entre le signal maximal de 
la phase d’injection et le signal stabilisé de la phase de rinçage. Un nouvel équilibre est donc 
atteint lors de la phase de rinçage à une valeur de réflectivité inférieure au maximum. Mais ce 
groupe peut encore être divisé en fonction de la vitesse de stabilisation du signal. En effet la 
boisson de riz présente un signal stabilisé à la 11ème minute tandis que le lait de vache est tout 
juste stabilisé 14 minutes après le début de l’injection. La seconde cinétique décrite lors de la 
phase de rinçage présente une très faible variation du pourcentage de réflectivité entre la fin de 
la phase d’injection et la fin de la phase de rinçage, comme c’est le cas pour les deux boissons 
de soja. Il existe donc une forte affinité entre les récepteurs combinatoires et les échantillons 
de soja, le signal étant stabilisé presque à sa valeur maximale.  
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Figure 3-3 : Sensogrammes des échantillons obtenus avec notre eT. a) boisson de riz b) boisson de soja  
c) boisson de soja chocolat d) lait de vache cru e) lait de vache UHT. Chaque ligne indique la moyenne de 
réflectivité obtenue pour les 4 récepteurs combinatoires de même composition sur notre système de langue 
électronique. 
 
La composition des récepteurs combinatoires permet de distinguer la boisson de riz des autres 
échantillons. Ce mélange révèle une meilleure affinité pour les récepteurs riches en lactose 
(BB1), à l’inverse des boissons de soja et des laits de vache qui montrent une meilleure affinité 
pour les récepteurs riches en lactose sulfaté BB2. L’intensité est de 0,6% pour le récepteur 
composé uniquement de lactose contre 0,2% pour celui composé uniquement de lactose 
sulfaté. Cette intensité de signal très basse est probablement due à la faible concentration en 
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protéines dans la boisson de riz, environ 17 fois moins importante que les autres boissons 
végétales, le système ayant été développé pour discriminer initialement des protéines pures. 
Les boissons végétales de soja aromatisées ou non avec du chocolat présentent toutes deux un 
signal de réflectivité plus important pour les récepteurs pauvres en lactose mais se distinguent 
par leur affinité pour les récepteurs combinatoires. Pour la boisson de soja nature l’intensité de 
réflectivité mesurée est fonction de la proportion en lactose dans les récepteurs combinatoires. 
Ainsi l’intensité du signal, maximale pour le récepteur composé de 0% de lactose (BB1) avec 
une valeur de réflectivité à 12%, décroît lorsque la concentration, au sein des récepteurs, 
augmente en lactose. L’intensité est alors de 9% et 6% pour les récepteurs combinatoires 
composés respectivement avec 10 et 20% de lactose. Pour la boisson de soja aromatisée au 
chocolat, en revanche, on ne retrouve pas de proportionnalité entre le signal et la concentration 
en lactose au sein des récepteurs. Cette boisson présente une importante affinité pour les 
récepteurs combinés composés de 0 et de 10% de lactose avec une intensité d’environ 4 et 2% 
pour la réflectivité. En revanche, l’affinité pour les autres récepteurs combinatoires montre une 
affinité comprise entre 1 et 0,25% seulement et sont distincts les uns des autres.  
Les échantillons de laits de vache, cru ou UHT,  comme le lait de soja chocolat, décrivent une 
meilleure affinité pour les récepteurs combinés riches en lactose-sulfate, notamment pour ceux 
composés de 0% puis de 10% de lactose. En comparant la différence de signaux maximum 
obtenus entre ces deux récepteurs, le lait cru indique une diminution d’intensité de 30% contre 
64% pour le lait stérilisé, comme le montre la Figure 3-3. Cette variation de signal entre les 
deux types de récepteurs est observable lors de la phase d’injection ainsi que lors de la phase 
de rinçage. Pour les autres récepteurs composés de plus de 10% de lactose, les signaux du 
sensogramme se confondent sur la représentation graphique. Cette faible affinité entre les laits 
et les récepteurs riches en lactose, peut-être due à un effet de compétition avec le lactose 
présent en abondance dans le lait de vache.  
Remarque : Il est important de préciser que le pourcentage de réflectivité ne permet pas ici de 
quantifier les échantillons entre eux, mais de donner une information sur leur affinité avec les 
récepteurs combinatoires utilisés. 
Les sensogrammes permettent de mettre en évidence la cinétique d’association et de 
dissociation des milieux complexes avec les récepteurs combinatoires pour distinguer les 
mélanges en trois groupes dans un premier temps. L’analyse de l’affinité des récepteurs 
(variation de l’intensité de signal entre la fin d’injection et la fin de rinçage), permet quant à 
elle de discriminer l’ensemble des échantillons testés, tout comme la composition des 
récepteurs combinatoires. Cependant il est parfois difficile de distinguer certains récepteurs, 
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c’est pourquoi nous utilisons les représentations continues en profils et en images cinétiques 
3D pour générer des résultats plus visuels. 
3.2.3 Différenciation des boissons par leurs profils continus 2D et leurs 
images 3D  
 
Les profils continus 2D obtenus 13 minutes après le début de l’injection ainsi que les images 
de reconnaissance 3D ont été établis à partir des sensogrammes obtenus pour chaque 
échantillon et peuvent être considérés comme leurs « empreintes digitales ». La représentation 
des profils 2D permet ici une meilleure perception de l’affinité de chaque récepteur 
combinatoire pour le mélange analysé tandis que la représentation de l’image 3D met en 
évidence la cinétique et les différences d’intensité observées pour chaque récepteur par le 
contraste des couleurs par rapport à la Figure 3-4. 
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Figure 3-4 : Représentation des profils continus 2D (à la 13ème minute) et des images 3D (cartographie) obtenues 
pour les différents échantillons sur un même prisme pour a) boisson de riz b) boisson de soja chocolat c) boisson 
de soja d) lait de vache cru et e) lait de vache UHT. Le profil 2D est obtenu à partir de la section correspondant à 
la 13ème minute de la représentation cartographique (3D). 
Comme nous avons pu l’observer lors de l’analyse des sensogrammes, la boisson de riz montre 
sur la Figure 3-4, une meilleure affinité pour les récepteurs riches en lactose, à l’inverse des 
autres boissons qui se lient davantage avec les récepteurs riches en lactose sulfate (BB2) donc 
pauvres en lactose (BB1). Pour la boisson de soja, les deux représentations continues 
permettent de mieux observer la diminution graduelle du signal de réflectivité lorsque la 
composition en lactose des récepteurs combinatoires augmente. Pour la boisson de soja 
aromatisée au chocolat, le profil 2D met également en évidence, une diminution importante de 
la réflectivité pour les récepteurs constitués de 0 à 20% de lactose, un plateau entre les 
récepteurs composés de 20 et de 30 % de lactose, suivi d’une nouvelle diminution du signal 
pour des récepteurs dont les ratios sont plus importants en BB1. Mais l’analyse des profils 
continus 2D et des images 3D discriminent davantage les échantillons de lait cru et de lait 
UHT.  
En effet les profils du lait de vache cru et UHT décrivent tous les deux des similitudes, avec 
une importante diminution de réflectivité mesurée pour les récepteurs composés de 0 à 20% 
de lactose. Le lait cru présente, à 13 minutes, une diminution de la réflectivité passant de 7% 
à 3,5% puis 1% de réflectivité pour les récepteurs composés respectivement de 0 , 10 et 20% 
de lactose (BB1). Le lait de vache UHT présente, quant à lui une réflectivité de 5,5% pour le 
récepteur composé uniquement de lactose sulfate et un signal d’environ 2% pour le récepteur 
composé de 10% de lactose. 
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Les récepteurs combinatoires, dont les signaux étaient confondus sur le sensogramme du lait 
cru et du lait UHT, sont distincts sur le profil continu. Pour le lait UHT, les récepteurs 
composés de plus de 20% de lactose montrent la même affinité, ce qui se traduit par un plateau 
à 0,8% de réflectivité. Pour le lait cru en revanche, les signaux de ces récepteurs continuent à 
décroître progressivement lorsque leur composition en lactose augmente, passant d’environ 
1% pour le récepteur avec 20% de lactose à presque 0% pour celui composé uniquement de 
lactose.  
En conclusion, les deux modes de représentations se complètent dans cette étude. En effet 
le profil continu 2D et l’image 3D permettent de discriminer des échantillons très 
similaires comme le lait de vache cru et le lait de vache UHT, notamment pour les 
récepteurs ne donnant pas des résultats significativement différents dans le cas des 
sensogrammes. Afin de montrer le potentiel de discrimination de notre système de langue 
électronique, une analyse statistique par analyse en composantes principales a été réalisée 
pour les 5 boissons afin de les classifier. 
 
 
3.2.4 Classification des boissons  
 
Dans un premier temps, une analyse en composantes principales a été réalisée sur les profils 
continus 2D obtenus lors de 4 injections aléatoires pour chacun des échantillons de laits de 
vache cru ou UHT, des boissons de soja nature ou chocolatée ainsi que de la boisson de riz. La 
Figure 3-5 montre que les boissons forment 3 regroupements distincts, dont l’un est constitué 
du lait de vache et de la boisson chocolat, qui se chevauchent en partie sur la représentation. 
La variance globale de la représentation est de 98,6% par rapport aux données d’origine, la 
perte d’information est donc faible avec 1,4%. Cette analyse statistique, montre que les 
échantillons de lait cru, de lait UHT et de boisson de soja chocolaté, se distinguent très 
faiblement les uns des autres à l’inverse des boissons de riz et de soja nature.  
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Figure 3-5 : Représentation du résultat d’analyses en composantes principales à partir des profils continus 2D 
pour les différents échantillons de lait de vache UHT (carré rouge  ) ; lait de vache cru (cercle vert ), boisson 
de soja (triangle bleu ), boisson de soja chocolat (triangle noir ) et de boisson de riz (triangle orange ) 
répétés à 4 reprises.  
Les échantillons ont ainsi pu être discriminés par leur affinité avec les récepteurs mais l’image 
continue 3D permet également de considérer les cinétiques d’association et de dissociation de 
chaque surface combinatoire. En effet nous avons pu déterminer que la phase de rinçage 
modifiait les signaux de réflectivité mesurés pour certaines solutions. C’est pourquoi, dans un 
second temps, une nouvelle PCA basée sur l’image 3D de chaque milieu devrait permettre de 
mieux séparer ces deux groupes. Afin de diminuer le nombre de variables (ou paramètres) 
analysées à 330, l’image 3D est réalisée à partir des profils 2D établis toutes les 30 secondes. 
 
Figure 3-6 : Représentation du résultat d’analyses en composantes principales à partir des images 3D pour les 
différents échantillons de lait de vache UHT (carré rouge ) ; lait de vache cru (cercle vert ), boisson de soja 
(triangle bleu ), boisson de soja chocolat (triangle noir ) et de boisson de riz (triangle orange ) répétées à 4 
reprises. 
Comme le montre la Figure 3-6, la projection des images 3D présente une meilleure 
discrimination pour l’ensemble des boissons notamment pour le lait de vache UHT et la 
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boisson au soja chocolaté. Les 5 échantillons analysés sont clairement séparés et concentrés à 
l’exception du lait de soja nature dont le groupe plus diffus, révèle qu’un des échantillons de 
soja se distingue des 3 autres, ce qui n’était pas visible auparavant. La variance globale de cette 
nouvelle représentation est de 91,3%, ce qui est inférieure à la précédente mais malgré une 
perte d’information plus importante, l’analyse en composantes principales des images 3D 
permet de mieux discriminer les 5 boissons.  
Cette PCA 3D est donc plus fiable et plus efficace pour classifier les échantillons pour cette 
étude que la représentation établit à partir d’un temps donné. En effet celle-ci permet de 
considérer les phases d’association, de dissociation et d’équilibre de chaque récepteur, qui 
varient en fonction des boissons. 
3.3 Suivi du vieillissement du lait 
 
Afin de démontrer l’utilisation potentielle de notre langue électronique dans le domaine de 
l’agroalimentaire, pour les contrôles qualités par exemple, nous avons réalisé par la suite une 
étude sur le vieillissement du lait UHT soumis à des contaminations. En effet la forte dispersion 
des échantillons de lait observés dans la partie 3.1.2 laisse penser que l’évolution de signal des 
récepteurs serait liée au temps et donc au vieillissement du lait.  
Au cours de cette expérience, le lait UHT est conservé sous agitation à une température 
ambiante de 25°C, après son ouverture. Des prélèvements de 1mL sont ensuite réalisés après 
une exposition à l’air de 1h, 24h, 48h et 72h. Cependant il n’est pas toujours possible 
d’effectuer directement les mesures des échantillons puisqu’une analyse dure environ une 
heure. C’est pourquoi les prélèvements sont analysés directement ou alors congelés à -20°C. 
En effet une étude préliminaire a montré que la congélation des échantillons de lait n’avait pas 
d’impact sur les mesures effectuées par la langue électronique, les signaux issus des deux 
modes de conservation étant sensiblement identiques. Les prélèvements peuvent ainsi être 
effectués à un temps donné puis analysés à postériori après congélation de l’échantillon. 
Comme illustrée dans la Figure 3-7 la plus forte réflectivité est mesurée à 48h avec une 
intensité de 11,8% pour la surface combinatoire constituée uniquement de lactose sulfate, 
tandis qu’elle est de 4% et 5,5% pour le temps 1h et 24h ; elle descend ensuite à 1,5% pour le 
prélèvement à 72h. Le milieu complexe évolue dans sa composition en fonction du temps de 
stockage à l’air ambiant. Ces variations de compositions sont mesurables comme le montrent 
les images 3D obtenues pour les prélèvements à 48 et 72 heures. Cependant il n’est pas possible 
de distinguer les échantillons prélevés à 1 et 24 heures que ce soit par les représentations des 
profils continus 2D ou des images 3D. En revanche à 72h, la caséine contenue dans le lait avait 
coagulé ou précipité donnant ainsi du « lait caillé ». Cette très forte diminution d’intensité à 
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72h peut être liée à la détérioration naturelle du lait et de ses protéines ou par sa contamination 
en milieu ouvert.  
 
Figure 3-7 : Images 3D pour le lait UHT après 1 ; 24 ; 48 et 72 heures d’ouverture et de conservation à 25°C à 
l’air ambiant. 
 
Dans cette étude, chaque prélèvement de lait est analysé à 6 reprises après un mode de 
conservation au réfrigérateur ou au congélateur. La Figure 3-8 présente les résultats obtenus 
par l’analyse en composantes principales à partir des données des profils de reconnaissance à 
13 minutes. Le nombre de données observé est plus important pour le prélèvement à 1h puisque 
l’étude prend en compte le mode de conservation de l’échantillon après le prélèvement. La 
représentation met en évidence 3 groupes avec une variance globale des deux composantes de 
99,2 %, ce qui indique une faible perte d’information par cette représentation. Le premier 
groupe est observé pour les extraits obtenus à 1h (congelés ou non) et ceux obtenus à 24 
heures ; les autres groupes correspondent aux prélèvements à 48 heures et à 72 heures. L’étude 
statistique PCA confirme les observations réalisées sur les images 3D ainsi que l’impossibilité 
de distinguer le lait avant 24h de conservation à l’air. Le manque de séparation des 
prélèvements à 1 et 24h, peut s’expliquer par l’absence de modifications significatives du 
milieu complexe. En revanche après un vieillissement de 24 heures à l’air libre, il est possible 
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de distinguer les groupes et donc le vieillissement du lait, d’où l’utilisation potentielle de ce 
système de langue électronique en complément des contrôles qualités standard. 
 
Figure 3-8 : Représentation de données obtenues après 6 injections pour chacune des conditions de vieillissement 
du lait UHT après 1 ; 24 ; 48 et 72 heures. Les deux composantes principales représentent 99,2% de la variance à 
partir des données d'origine.  
 
3.4 Etude de stabilité et de reproductibilité du système  
 
Comment pour les biocapteurs, la stabilité et la reproductibilité du système sont des critères importants 
pour évaluer leurs performances. Nous avons au cours de notre étude testé ces deux paramètres en 
utilisant une protéine de référence ; Erythrina cristagallis Lectin (ECL).  
Pour étudier la stabilité de l’ensemble de récepteurs lors de sa conservation au réfrigérateur à 4°C, nous 
avons réalisé durant 6 mois des mesures répétés avec la protéine de référence (Figure 3-9). Nous 
comparons ensuite les profils continus 2D entre différentes injections afin d’établir la corrélation des 
résultats. Grâce à la continuité des profils générés par notre eT, nous pouvons établir l’analyse des 
signatures dans leur globalité plutôt qu’une comparaison récepteurs par récepteurs. Le coefficient de 
corrélation (C12) est défini selon l’équation suivante :  
 
Dans le cas de cette étude, ce coefficient de corrélation est supérieur à 95%, ce qui montre la très bonne 
stabilité des récepteurs lors d’une conservation au réfrigérateur à 4°C pendant une période minimale de 
6 mois. 
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Figure 3-9 : Schématisation des études menées pour caractériser la stabilité des récepteurs combinatoires lors de 
la conservation du prisme au réfrigérateur à 4°C. 
Nous avons également étudié la reproductibilité des mesures selon la même approche. Pour ce 
faire, les expériences ont été menées par plusieurs injections aléatoires de la protéine ECL au 
cours d’analyses des milieux complexes, soit sur un seul et même prisme, soit sur 4 prismes 
différents (Figure 3-10). Nous avons pu ainsi établir que la reproductibilité du signal entre les 
mesures sur un même prisme était de 98 % tandis que sur des prismes différents cette 
corrélation était supérieure à 93%. Ces résulats montrent donc une très bonne reproductibilité 
du système. 
 
Figure 3-10 : Schématisation de l’étude sur la reproductibilité des résultats sur un même prisme et sur différents 
prismes. 
Remarque : La différence de profils entre les provient d’un lot commercial différent de notre protéine 
de référence.  
 
  
Conclusion  
 
 
Cette étude a montré que les récepteurs combinatoires composés seulement de deux 
briques de bases, sont capables de répondre différemment aux milieux complexes avec 
une bonne sélectivité. Nous avons ainsi pu grâce aux profils continus 2D et aux images 
cinétiques 3D, différentier et classifier divers types de boissons comme le vin, la bière, et 
le lait. Une amélioration doit toutefois être apportée au système par l’introduction de 
nouvelles briques de bases pour mieux discriminer les divers types de vins et de bières 
(pauvre en protéines). En revanche le dispositif est bien adapté pour des laits d’origines 
végétales ou animales souvent riches en protéines (boisson de soja, lait de vache, boisson 
de riz, etc.). Ce dispositif initialement créer pour l’analyse de protéines a également 
prouvé son efficacité pour le suivi du vieillissement du lait, qui présente une variation de 
composition au cours du temps soit un raison d’un vieillissement naturel de ces 
composants, soit en raison d’une contamination bactérienne. Les divers résultats de ce 
chapitre illustre l’application potentielle de notre système de langue électronique dans le 
secteur de l’alimentaire.   
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4 Analyse de bactéries par le système de 
langue électronique 
Dans le chapitre précédent, nous avons illustré l’utilisation de notre système de langue électronique pour 
la discrimination de milieux complexes tel que le lait. Afin de démontrer le potentiel de ce système pour 
les contrôles de sécurité alimentaire, nous avons choisi d’orienter le reste de notre étude pour la détection 
et la discrimination des bactéries. Dans un premier temps nous avons optimisé les paramètres fluidiques 
du système, puis nous avons réalisé une étude de faisabilité avec des bactéries non pathogènes. Le 
système a ensuite été appliqué aux bactéries pathogènes couramment recherchées et contrôlées dans le 
domaine de la santé ou de l’agroalimentaire lors de contrôles qualités par exemple. 
Dans le secteur alimentaire, les analyses qualités s’intéressent à plusieurs aspects des produits 
étudiés. A titre d’exemple, nous pouvons citer l’aspect sensoriel généralement identifié à l’aide 
d’un panel de testeurs par l’analyse de la texture, des arômes, de la saveur des produits. Le 
contrôle de conformité du produit est également étudié par les contrôles biochimiques afin de 
déterminer les différents composants comme les protéines, les matières grasses et leur quantité. 
Enfin les contrôles microbiologiques permettent quant à eux de vérifier l’absence de 
contamination et s’il y a lieu d’identifier et de dénombrer les micro-organismes contaminants. 
L’ensemble de ces contrôles établit la traçabilité des produits au cours de la production et 
permet de s’assurer de la bonne conformité vis-à-vis des normes et réglementations en vigueur 
c’est à dire tout au long de la chaîne de production, de distribution, de commercialisation et de 
conservation ou plus couramment dit « de la fourche à la fourchette ». Les langues et nez 
électroniques représentent dans le secteur agroalimentaire, des méthodes alternatives et 
complémentaires pour l’analyse sensorielle ou pour la détection et l’identification des 
éventuels contaminants alimentaires (micro-organismes, toxines, virus). Les bactéries sont très 
largement recherchées et étudiées dans les domaines de l’environnement et de la santé comme 
le montre la Figure 4-1. 
. 
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Figure 4-1: Représentation de la répartition des études menées sur la détection de micro-organismes pathogènes 
dans les secteurs de l’industrie agroalimentaire, de l’environnement, du domaine médical  [162]. 
 
Les maladies d'origine alimentaire (infectieuses ou toxiques) sont généralement causées par des 
bactéries, des virus, des parasites ou des substances chimiques (pesticides, additifs), lors de la 
consommation d'aliments contaminés tels que de l’eau ; de la viande crue ou insuffisamment cuite ; du 
lait ou des légumes crus. Les bactéries pathogènes d'origine alimentaire affectent des millions de 
personnes chaque année avec parfois des effets graves et mortels. L’Organisation Mondiale de la Santé 
(OMS) a récemment publié un rapport notifiant que depuis 2010, 22 maladies entériques d’origine 
alimentaire étaient la cause de plus de 582 millions de cas d’intoxication et de 351 000 décès. Les agents 
pathogènes entériques responsables de la plupart des décès étaient issus de Salmonella enterica 
Typhimurium avec 52000 décès tandis que les souches Escherichia coli entéro-pathogènes et les 
norovirus étaient responsables respectivement de 37000 et 35000 décès. Les contaminations 
microbiennes représentent une préoccupation majeure d’un point de vue sanitaire mais également 
économique. En 2011, les autorités sanitaires européennes faisaient état de plusieurs milliers de 
personnes intoxiquées et de 47 décès, suite à la contamination de graines germées par une souche E. coli 
entéro-hémorragique (ECEH). Cette épidémie aurait généré des pertes pour les agriculteurs et les 
industries, évaluées à plus de 1,1 milliard d’euros  [163].  
C’est pourquoi au cours des dernières décennies, de nombreuses recherches en microbiologie ont été 
entreprises afin d’élaborer des méthodologies, de développer des procédés d’automatisation et de 
nouvelles techniques de détection plus rapides pour identifier les micro-organismes pathogènes dans le 
secteur de l’alimentaire et ainsi prodiguer des soins efficaces aux patients.   
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4.1 Méthodes de détection et d’identification des micro-
organismes 
 
L’identification des micro-organismes nécessite des connaissances sur leur morphologie, leurs 
caractéristiques biochimiques et physiologiques afin de pouvoir déterminer le genre et l’espèce de 
bactéries. Cependant au sein d’une même espèce, la virulence d’une bactérie peut varier de manière 
importante [164] ou présenter une sensibilité différente aux médicaments [165]. Il est donc de plus en 
plus important de déterminer la souche étudiée par son typage c’est-à-dire par ses caractéristiques 
génétiques afin d’adapter les mesures à prendre en cas de contaminations et de sélectionner aux mieux 
les traitements administrés par exemple. 
4.1.1 L’identification des micro-organismes 
 
4.1.1.1 Caractéristiques phénotypiques 
  
La morphologie 
 
Les caractéristiques morphologiques décrivent visuellement la forme, la dimension, l’aspect et la 
coloration de colonies isolées (circulaire, jaune, blanche, opaque, translucide …). L’analyse par 
microscopie optique permet de décrire la forme propre de la bactérie en coques (cercle) ou bacille 
(bâtonnet) et de déterminer la présence ou l’absence de peptidoglycanes sur la membrane externe par la 
réponse à la coloration de Gram qui peut être respectivement positive ou négative. Il est également 
possible de décrire l’organisation des bactéries entre elles (isolée ou en chaînette) ainsi que des 
caractéristiques particulières comme la présence de flagelle pour la locomotion qui s’organise de 
manière polaire ou péritriche (tout autour de la bactérie). La présence de pili est également un caractère 
important puisqu’ils permettent l’accroche des bactéries sur les muqueuses et conditionnent donc le 
pouvoir pathogène des bactéries. Cependant la description morphologique ne permet pas à elle seule 
d’identifier de manière unique chacune des bactéries existantes, c’est pourquoi cette analyse est 
complétée par d’autres tests phénotypiques de types biochimiques et physiologiques. 
Les caractéristiques biochimiques et physiologiques 
 
Les réactions biochimiques impliquent la présence d’enzymes extracellulaires analysables comme la 
catalase, l’oxydase ou amylase. Ces réactions étudient également la capacité des bactéries à fermenter 
les hydrates de carbones comme le glucose, le sorbitol ou le mannitol. Ces tests de caractérisation 
biochimiques peuvent être effectués avec des systèmes en kits comme les galeries API®, illustrés dans 
la Figure 4-2 [166]. Les caractéristiques physiologiques représentent les conditions optimales ou les 
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mieux adaptées à la croissance comme la température, le pH, la concentration en sel, la croissance en 
milieu aérobie et/ou en anaérobie ou la croissance possible sur différents milieux contenant des 
antibiotiques.  
 
Figure 4-2 : Photographie d’une galerie API® à l’issue des tests biochimiques pour identifier une bactérie 
Escherichia Coli. 
 
Les propriétés sérologiques 
Les caractéristiques phénotypiques peuvent également être étudiées afin de définir plus précisément 
l’espèce analysée par la réalisation de tests d’antigènes avec des anticorps spécifiques, c’est-à-dire par 
l’étude de leur sérotype. L’antigène O représente les oligo-saccharides constituant les 
lipopolysaccharides de la membrane externe des bactéries Gram négative, c’est-à-dire la partie 
somatique des souches souvent pathogènes. Les antigènes H entraînent la reconnaissance des protéines 
thermolabiles des flagelles tandis que l’antigène K constitue les hydrates de carbone de la capsule.  
L’ensemble de ces caractéristiques phénotypiques permet d’identifier le genre et l’espèce du micro-
organisme mais comme nous l’avons expliqué précédemment, il existe de nombreuses différences au 
sein d’une même espèce. 
4.1.1.2. Caractéristiques génotypiques 
 
Le génotypage permet d’identifier les différentes souches d’une même espèce. Il peut par exemple être 
établi par le pourcentage de bases nucléotidiques C et G dans une mole d’ADN mais cette méthode 
génère une donnée brute qui peut correspondre à plusieurs possibilités. Il est alors possible de réaliser 
des tests de complémentarités de séquences ADN sur des biopuces afin d’établir des pourcentages 
d’homologie par hybridation [167]. Ces tests d’homologie peuvent également être réalisés sur la 
séquence nucléotidique de l’ARN 16S, en général préféré pour effectuer une identification.  
 
4.1.2 Méthodes de détection rapides  
 
Les méthodes de détection rapides représentent l’élément clé de la détection et de 
l’identification des contaminations. Très diverses, ces méthodes peuvent se baser sur la 
détection de bactéries vivantes ou mortes au sein d’un système, sur des caractéristiques 
cellulaires particulières comme certaines protéines, acides gras ou encore sur des 
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caractéristiques génotypiques. Nous décrirons donc ici certaines méthodes de manière très 
brèves afin de montrer la diversité des techniques mises en œuvre pour la détection de micro-
organismes. 
4.1.2.1 Méthodes de détection basées sur la croissance  
 
Ces techniques se basent sur la mesure des paramètres biochimiques et physiologiques dont les 
variations reflètent la croissance des micro-organismes. Elles offrent le moyen de détecter des 
contaminations bactériennes de manière non spécifique, et renseignent ainsi sur l’existence d’une 
contamination ou non. La première méthode est la mesure de la turbidité par spectrophotométrie, c’est-
à-dire l’opacité du milieu.  On décrit également la méthode de la bioluminescence de l’Adénosine Tri-
Phosphate (ATP) qui permet de doser l’ATP produit ou consommé par les micro-organismes [168] ; la 
calorimétrie qui mesure la chaleur produite par le catabolisme des organismes contaminants [169, 170]. 
Les méthodes électrochimiques d’impédance et de conductimétrie détectent les modifications du milieu 
de culture grâce aux ions ou aux variations de pression des gaz issus du métabolisme et accumulés dans 
le milieu de culture [171] comme le dioxyde de carbone [172]. 
4.1.2.2 Méthodes de détection basées sur la viabilité cellulaire  
 
Ce second type de méthode ne nécessite pas d’étape de croissance particulière avant d’être mise en 
œuvre. Il existe par exemple la cytométrie en flux, qui permet d’analyser de manière optique un flux de 
cellules unique préalablement marquées ou non. Les marqueurs (substrats) introduits dans les cellules 
peuvent alors être clivés par des enzymatiques et générer des produits fluorescents [173].  
4.1.2.3 Méthodes de détection basées sur les composants cellulaires 
 
Il est également possible d’identifier les micro-organismes par les différents constituants de base des 
organismes avec la méthode de spectroscopie infrarouge ou avec la méthode de FAMEs (Fatty Acid 
Methyl Esters) qui permet d’identifier par la chromatographie gazeuse les acides gras [172]. La 
spectrométrie de masse permet de décrire les éléments composant le micro-organisme par chauffage 
sous vide afin d’analyser les composés gazeux produits, c’est la méthode de MALDI-TOF (Matrix-
Assisted Laser Desorption Ionisation-Time of Flight). L’étude des micro-organismes par la 
spectroscopie Raman est également possible mais elle nécessite la standardisation des méthodes de 
culture et de mesure puisque cette méthode Raman permet de décrire l’état physicochimique d’une 
bactérie évoluant, en fonction de l’âge du micro-organisme mais aussi de son environnement [174, 175]. 
Les méthodes de détection par immunologie, représentent également une des méthodes standard 
d’identification des bactéries pathogènes mais également des toxines produites par ces dernières [176]. 
Ces techniques se basent sur les interactions antigènes-anticorps et représentent par exemple les tests en 
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immuno-précipitation et immuno-enzymatique tels que les tests ELISA (Enzyme-Linked 
ImmunoSorbent Assay). Toutefois elles ne permettent pas de discriminer les bactéries viables ou non 
(Pharmeuropa 2004). 
4.1.2.4 Méthodes de détection basées sur les acides nucléiques  
 
La détection basée sur le génome des micro-organismes (ADN ou ARN) est mise en œuvre pour 
discriminer  différentes souches [177]. L’utilisation de la réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 
est courante, cependant cette technique ne distingue pas les bactéries viables des bactéries mortes. Des 
agents dits intercalant peuvent donc être couplés à cette méthode PCR afin de pouvoir quantifier 
spécifiquement et au minimum quelques centaines de bactéries vivantes [178, 179]. D’autres techniques 
comme la méthode de Southern Blot, l’électrophorèse sur gel en champ pulsé [180], les tests de 
compétition par sondes [181] ou le polymorphisme des fragments de restriction peuvent également être 
utilisées pour identifier des micro-organismes [182]. Les méthodes peuvent aussi se baser sur la 
détection de l’ARN comme nous l’avons expliqué précédemment.  
4.1.2.5 Méthodes  « Lab-on-chip »  
 
Les méthodes de détection « Lab-on-chip » permettent de combiner plusieurs techniques de détection et 
d’identification en se basant sur les oligonucléotides, les protéines ou l’ADN. Au sein de notre 
laboratoire, une approche combinée de croissance microbienne statique « sur puce » et de détection par 
le système SPRi a été réalisée. Cette méthode de culture-capture-mesure permet grâce aux anticorps 
présents sur la surface de la puce de réaliser une détection spécifique des bactéries comme Salmonella 
enterica Entiritidis, Streptococcus pneumoniae et Escherichia coli O157: H7, en seulement quelques 
heures [182-184]. Cette méthode brevetée a notamment donné lieu à la création d’une start up 
Prestodiag. Une autre approche basée sur l’utilisation de puces à sucre utilise cette même méthode de 
culture-capture-mesure avec le système de SPRi [185]. Cependant les souches comme Escherichia coli 
O157: H7 forment un biofilm à la surface des colonies bactériennes ce qui complexifie parfois les 
mesures statiques par la méthode de SPRi. De plus ces méthodes de détection se basent par exemple, 
sur une réponse spécifique entre des anticorps et les bactéries, ce qui nécessite la conception et la 
synthèse de ces anticorps pouvant être coûteuses et parfois longues. Il s’ajoute à ces premières 
difficultés, un problème de spécificité des anticorps utilisés pouvant générer de faux positifs 
(interférences) lors des analyses. Dans ce contexte l’utilisation de notre système de langue électronique 
s’avère être une méthode complémentaire. En effet les éléments sensibles utilisés sont de petites 
molécules, peu coûteuses, ne présentant pas de spécificité particulière et pouvant s’associer aux 
différentes cibles grâce à des interactions de type électrostatiques, hydrophobe-hydrophobe, hydrophile-
hydrophile. Nous allons ainsi évaluer ce système pour la détection d’objets complexes tels que les 
bactéries et savoir si notre langue électronique permet de générer des motifs de reconnaissance uniques 
et pertinents pour chacune des bactéries étudiées. 
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4.2 Les Bactéries utilisées au cours de l’étude 
 
4.2.1 Escherichia coli  
 
Au cours de cette étude nous avons utilisé différentes souches d’Escherichia coli (E. coli). Cette bactérie 
en forme de bâtonnet mobile, Gram-négatif appartient à la famille des entérobactéries. Ces dimensions 
sont entre 0,5 et 1 µm de largeur pour 2 à 4 µm de long (Figure 4-3a). L’espèce E. coli se caractérise 
physiologiquement et biochimiquement par aérobie et anaérobie facultative, une fermentation du lactose 
et du glucose mais l’absence d’oxydase (glucose + ; lactose + ; uréase - ; indole +, H2S - ; citrate -).  
Cette bactérie se trouve couramment dans l'intestin des humains ainsi que ceux des animaux à sang 
chaud. La plupart des souches d’E. coli sont inoffensives, cependant certaines souches comme celles E. 
coli entéro-hémorragique (ECEH), peuvent causer des maladies d'origine alimentaire sévères lors de la 
consommation d'aliments contaminés. La souche la plus dangereuse responsable d’épisodes 
épidémiques avec des cas mortels est de sérotype O157 : H7. Elle est à titre d’exemple responsable, 
d’une épidémie au Japon en 1996, où 9578 cas d’intoxication alimentaire ont été recensés ainsi que 11 
décès suite à la consommation de graines germées de radis.  
4.2.2 Salmonella 
 
Les salmonelles appartiennent à la famille des Enterobacteriacae, au genre Salmonella et sont l’une des 
principales causes de toxi-infections alimentaires dans le monde. Le genre Salmonella comprend deux 
espèces qui sont Salmonella enterica et bongori [186]. On dénombre plus de 2500 souches différentes 
de cette bactérie. Certaines sont spécifiques aux espèces animales comme Salmonella Dublin présente 
chez les bovins; et Salmonella Choleraesuis chez les porcs. Les souches Salmonella enterica Enteritidis 
et Salmonella enterica Typhimurium sont les souches les plus transmises de l’animal à l’Homme. Les 
caractéristiques morphologiques de Salmonella sont des bacilles droits mobiles de 2,0 par 5,0 µm 
(Figure 4-3b), à coloration Gram négatif et anaérobie facultatif (glucose + ; lactose - ; βgalactosidase 
- ; catase + ; oxydase -; uréase - ; indole - ; H2S + ; citrate +) [187]. 
 
4.2.3 Staphylococcus 
 
Staphylococcus est un genre de bactérie coque à Gram positif, d’un diamètre d’environ 0,5 à 1,5 µm, 
immobile souvent groupé en amas ou en chaînettes. Le genre Staphylococcus regroupe 36 espèces dont 
les plus couramment isolées sont Staphylococcus aureus considéré comme le plus pathogène ; 
Staphylococcus epidermidis, espèce dominante sur la peau et Staphylococcus saprophyticus impliqué 
dans les infections urinaires [163].  
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4.2.3.1. Staphylococcus aureus  
 
Le Staphylococcus aureus est capable de dégrader de nombreux substrats et possèdent différentes 
enzymes permettant de les identifier biochimiquement comme la coagulase ; la lipase ; la phosphatase 
etc…(glucose + ; lactose + ; oydase - , catalase + ; coagulase +). Parfois appelée « Staphylocoque doré », 
en raison de sa couleur jaune, cette espèce produit de nombreuses toxines et est fréquemment rencontrée 
en pathologie humaine. Cette espèce est majoritairement responsable des infections nosocomiales 
(infections contractées à l’hôpital), avec l’espèce E. coli , S. aureus se classe également comme étant la 
2ème bactérie responsable d’intoxications alimentaires en France, après les salmonelles [163].   
L’apparition des antibiotiques a été une révolution dans le traitement des infections bactériennes 
cependant, très rapidement après leur utilisation, des souches résistantes sont apparues, comme celles 
résistantes à la pénicilline ou à la méticilline [188]. Nous avons, au cours de l’étude utilisé une souche 
sensible à la méticilline dite MSSA et une souche résistante à cet antibiotique dite MRSA. 
 
4.2.3.2. Staphylococcus epidermidis  
 
Staphylococcus epidermidis (S. eperdimidis) est une bactérie Gram positive à oxydase et coagulase 
négative (glucose + ; lactose + ; oydase -, catalase + ; coagulase -). S. epidermidis est l'un des cinq 
organismes les plus courants. Présent généralement sur la peau humaine, il peut provoquer des infections 
nosocomiales [189]. Certaines souches se développent de manière collective et génèrent la formation 
d’un biofilm rendant souvent inefficaces les traitements antibiotiques [190, 191].  
 
Figure 4-3 : Photographies des espèces a) Escherichia coli b) Salmonella enteritica et c) Staphylococcus 
epidermidis 
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4.3 Procédures générales d’étude des bactéries 
 
4.3.1 Mise en culture des bactéries 
 
L’ensemble des bactéries est mis en culture sur la nuit selon la même méthode. Une colonie est introduite 
dans un milieu de culture standard, le TSB (Tryptic Soy Broth) à une température de 37°C sous agitation 
à 150 rotations par minute (rpm). Après cette phase de croissance, les bactéries sont séparées de leur 
milieu de culture par centrifugation puis rincées à 3 reprises par l’alternance de centrifugation à 14600 
rpm, d’élimination du surnageant et, de remise en suspension du culot bactérien dans la solution tampon 
d’HEPES. La concentration approximative de la suspension est obtenue par mesure de l’absorbance en 
McFarland avec le dispositif Densimat® de BioMérieux, puis de manière plus précise par comptage du 
nombre de colonies sur milieu gélosé TSA (Trypticase Soya Agarose) après 24h d’incubation à 37°C. 
4.3.2 Procédure d’analyse 
 
L’analyse des bactéries est réalisée dans un milieu tampon (HEPES) à une concentration d’environ 
107bactéries.mL-1 , lue par absorbance. Dans un second temps Tout comme lors de l’analyse de milieux 
complexes, nous effectuons tout d’abord des injections de la protéine de référence ECL (200 nM) à 
divers moments de l’expérience. Nous réalisons nécessairement des injections en début et en fin 
d’expérience, ainsi que de manière aléatoire durant l’ensemble de l’expérience. 
L’injection de l’échantillon de bactéries dure quant à elle 30 minutes à un débit faible de 0,52 µL.s-1 
(soit environ 9,4.106 bactéries injectées), puis cette étape est suivie d’une phase de rinçage de 10 minutes 
correspondant à l’injection de la solution tampon sans bactéries au même débit. Ensuite une seconde 
phase de rinçage est réalisée pendant 20 minutes à un débit environ 3 fois plus important que 
précédemment (1,56 µL.s-1) ce qui permet d’éliminer complétement les bactéries déposées sur les 
récepteurs combinatoires par simple adsorption. 
Remarque : Le détermination des débits fluidiques est décrite par la suite de manière plus 
précise. 
 
4.3.3 Procédure de régénération et de conservation du prisme 
 
La régénération du prisme est réalisée par injection d’une solution de SDS à 2% comme lors de l’analyse 
des milieux complexes. En fin d’expérience l’ensemble du système (tube fluidique, cuve et prisme) est 
mis en contact durant 45 minutes avec une solution d’éthanol à 70% afin de dégrader les bactéries 
pouvant être encore contenues dans le système après les multiples lavages au SDS. Le prisme est rincé 
à l’eau distillée puis séché sous un flux d’argon pour être stocké à 4°C au réfrigérateur jusqu’à sa 
prochaine utilisation. 
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4.4 Optimisation des paramètres fluidique d’étude des 
bactéries 
 
A la différence des protéines et des milieux complexes étudiés précédemment par notre système, les 
bactéries sont des objets complexes plus volumineux, plus lourds et pouvant être mobiles. Nous avons 
donc réalisé une étude préliminaire afin d’optimiser les paramètres fluidiques de notre système de langue 
électronique à savoir la géométrie et la profondeur de la cuve ainsi que le débit fluidique.  
Pour cette étude nous avons sélectionné deux souches bactériennes ; l’une de forme circulaire (coque) 
Staphylococcus epidermidis sans flagelle, l’autre en forme de bâtonnet avec Escherichia coli pouvant 
se mouvoir dans le milieu grâce à des flagelles péritriches. Pour les bactéries qui ne possèdent pas de 
flagelles pour nager, la diffusion dans le milieu est réalisée lentement par sédimentation ou par 
mouvements browniens. Les caractéristiques morphologiques différentes entre les espèces choisies 
permettent de définir les caractéristiques fluidiques de l’étude les plus adaptées, à savoir:  
- la forme de la cuve (hexagonale ou circulaire)  
- la profondeur de cuve 
- le débit fluidique  
 
L’ensemble de ces paramètres permet de contrôler l’homogénéité du volume contenue dans la 
cuve plus particulièrement lors de l’injection et ainsi d’améliorer l’interaction entre les 
bactéries et les récepteurs combinatoires. 
4.4.1 Sélection de la forme de la cuve fluidique 
 
Nous avons  testé dans cette étude préliminaire des cuves circulaire et hexagonale en PEEK, représentées 
dans la Figure 4-4 afin d’établir la géométrie la mieux adaptée pour notre système. 
Nous avons dans un premier temps utilisé une cuve circulaire de 1,2 cm de diamètre et profonde de 1,5 
mm mais des difficultés ont été rencontrées lors des expériences. En effet l’important volume de la cuve 
généré par sa profondeur a rendu impossible l’élimination des bulles pouvant être introduites lors de 
l’installation du système ou lors de l’analyse d’échantillons. Ces bulles pouvaient de plus s’établir soit 
à distance de la surface du prisme c’est-à-dire au sommet de la cuve modifiant par conséquent 
l’homogénéité du système ; soit sur la surface du prisme modifiant par conséquent l’indice du milieu. 
Par la suite les problèmes rencontrés ont été résolus en utilisant une cuve de géométrie hexagonale. Nous 
avons donc étudié 3 cuves hexagonales de profondeurs différentes de 0,1 mm, de 0,3 mm et de 0,5 mm 
correspondant respectivement à un volume dans la cuve de 10 µL, de 31 µL et 52 µL.  
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Figure 4-4 : Photographie des géométries utilisées pour les cuves 
 
4.4.2 Optimisation de la profondeur de la cuve 
 
Après avoir défini la géométrie de la cuve, nous avons étudié les réponses de deux souches Escherichia 
coli et Staphylococcus epidermidis aux différentes profondeurs de cuve sous un débit de 1,56 µL.s-1. Les 
variations d’intensités mesurées pour une concentration bactérienne de 107 bactéries.mL-1 sont 
présentées dans la Figure 4-5, et montrent que notre système eT réagit de manière distincte en fonction 
des espèces analysées. De plus on observe que l’intensité de signal dépend de la profondeur de la cuve 
utilisée ainsi que de la souche bactérienne étudiée mais que l’allure du profil généré reste constante 
notamment pour S. epidermidis.  
 
Figure 4-5 : Histogrammes représentant la variation d’intensité mesurée à un débit fluidique 1,56 µL.s-1 avec 
différentes profondeur de cuves de 0,5 ; 0,3 et 0,1 mm à la fin du r. 
En effet pour l’espèce E. coli, la cuve de 0,3 mm de profondeur permet d’obtenir une intensité de signal 
plus importante tandis que pour l’espèce S. epidermidis c’est la cuve de 0,5 mm de profondeur qui 
semble la plus adaptée. Il est possible que ces différences soient liées à la morphologie de 
bactéries, puisque les simulations avec le logiciel COMSOL ont montrés que les flux inférieurs 
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à 20µL.s-1 sont en théorie homogènes au sein des différentes cuves pour des molécules 
sphériques. 
La souche E. coli en forme de bâtonnet, se déplace grâce à ses flagelles. Elle alterne une phase 
de « nage » rectiligne brève avec une phase de culbutes « tumble » permettant à la bactérie de 
se retourner mais pas d’avancer. Malgré la capacité de chimiotaxie de l’espèce Escherichia 
coli, son déplacement est considéré comme aléatoire dans des milieux homogènes. Ainsi la 
probabilité de cette bactérie d’arriver à proximité de la surface des récepteurs diminue lorsque le volume 
dans lequel elle « nage » est très important, ce qui expliquerait la faible intensité de signal mesurée pour 
la cuve profonde de 0,5 mm. Nous pouvons émettre l’hypothèque qu’il existe probablement un 
optimum de détection entre le nombre de bactéries E. coli « vues » par la surface des récepteurs 
et le flux générant un cisaillement. Dans notre cas, c’est la profondeur de cuve de 0 ,3 mm qui permet 
d’améliorer l’intensité du signal.  
Pour la souche S. epidermidis en revanche l’augmentation du volume de la cuve semble améliorer 
l’intensité des signaux. Comme précédemment la morphologie peut expliquer ces variations si l’on 
assimile cette bactérie à une particule homogène et circulaire. Ainsi dans un volume, une particule 
circulaire est soumise à sa force de gravité, ce qui entraîne sa sédimentation. Cependant dans notre cas, 
la sédimentation peut être perturbée par le flux de liquide qui lui est perpendiculaire et entraîne 
l’élimination des bactéries avant qu’elle atteigne la surface du prisme. Cette perturbation est cependant 
diminuée lorsque le volume de la cuve est augmenté, ce qui permet de favoriser la sédimentation des 
bactéries. La vitesse de sédimentation, fonction du diamètre de la particule circulaire est définie par la 
relation de Stokes : 
Vitesse =
(ΡP-ρF). g
18µ
× D2 
Où D représente le diamètre de la particule ; µ la viscosité dynamique du fluide ; ρP et ρF respectivement 
la masse volumique de la particule et du fluide et g l’accélération de pesanteur.  
Ainsi plus la profondeur de la cuve est importante plus les bactéries peuvent sédimenter à la 
surface de notre système, la vitesse du flux étant diminué. Cependant lors des injections dans la 
cuve la plus profonde (0,5mm), les réponses des plots en quadriplicat de même composition ont montré 
un décalage temporel important de plusieurs minutes comme le montre la Figure 4-6, ce qui laisse à 
penser que ces variations de signal résultent d’une non-homogénéité de flux dans la cuve. 
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Figure 4-6 : Représentation pour illustrer la variation temporelle de détection de l’échantillon lors d’une analyse 
de S. epidermidis dans la cuve de 0,5 mm de profondeur sur les quadriplicats d’un même récepteur numérotés de 
Plot 1 à Plot 4. 
Pour tester cette hypothèse, une solution fortement concentrée de lait a été injectée dans chacune des 
cuves de 0,3 et 0,5 mm de profondeur. Le lait est utilisé ici en raison de la bonne affinité avec le réseau 
de récepteurs combinatoires ainsi que pour sa couleur blanche opaque fortement visible sur l’imagerie 
SPR. Les résultats qualitatifs visuels présentés dans la Figure 4-7, confirment l’hypothèse de non 
homogénéité dans la cuve de 0,5 mm de profondeur durant l’injection de l’échantillon. 
 
Figure 4-7 : Images différentielles d’un prisme lors de l’injection d’une solution de lait. Cette solution permet de 
saturer la surface du prisme et d’observer l’homogénéité du volume contenu dans la chambre réactionnelle. Deux 
cuves d’un volume de 31 µL et 51µL ont été étudiées, seule la cuve de 0,3 mm de profond présente un volume 
homogène. 
Par la suite une étude supplémentaire a été réalisée avec la cuve de 0,5 mm de profondeur en variant le 
débit fluidique. Les résultats (Figure 4-8) montrent que la réponse des récepteurs combinatoires à 
l’espèce S. epidermidis  est très variable avec des barres d’erreur importantes et que la diminution du 
flux n’a pas amélioré la non-homogénéité de la solution dans la cuve. En conséquence cela peut générer 
des problèmes de reproductibilité pour notre système de langue électronique.  
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Figure 4-8 : Représentation des intensités de signal mesurées pour l’espèce Staphylococcus epidermidis à une 
concentration de  6,25.106 bactéries.mL-1dans du tampon HEPES avec la cuve hexagonale de 0,5 mm de profond 
et des débits différents de 0,52 et 1,56 µL.s-1. 
L’ensemble de ces études, nous confirme que la cuve hexagonale de 0,5 mm de profond n’est pas adaptée 
à notre étude des bactéries, en raison d’un problème de fabrication généré probablement par la précision 
des outils utilisés pour polir le PEEK. Nous sélectionnons donc la cuve de 0,3 mm de profondeur pour 
la suite de nos études avec les micro-organismes bactériens. 
4.4.3 Détermination du débit fluidique du système  
 
Nous avons donc par la suite étudié l’influence du débit fluidique sur l’intensité des signaux de chaque 
bactérie lors de l’utilisation d’une cuve hexagonale de 0,3mm de profond avec un débit lent de 
0,52-µL.s-1 et un débit plus rapide de 1,56 µL.s-1 (environ 3 fois plus important).  
 
Figure 4-9 : Histogrammes des réflectivités mesurées pour les espèces bactériennes à une concentration 
d’environ 1.107 bacteries.mL-1 et 6,2.107 bacteries.mL-1  respectivement pour les espèces E. coli et S. 
epidermidis. Le paramètre étudié est ici le débit fluidique de 0,52 µL.s-1ou de 1,56 µL.s-1. 
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Comme illustré dans la Figure 4-9, lorsque le débit est lent, les deux souches présentent une plus grande 
intensité de signal donc un nombre plus important d’associations entre les bactéries et les récepteurs 
combinatoires. 
En conclusion nous avons pu définir nos paramètres fluidiques avec l’utilisation d’une cuve 
hexagonale de 0,3 mm de profondeur et un débit de 0,52 µL.s-1.  
 
4.5 Etude de faisabilité d’analyse des bactéries 
 
Afin de déterminer l’application potentielle de notre système de langue électronique, nous avons choisi 
de réaliser dans un premier temps une étude avec des bactéries non pathogènes d’Echerichia coli et de 
Staphyloccocus epidermidis. Selon l’Institut National de Recherche et de Sécurité (INRS) ces agents 
biologiques peuvent provoquer une maladie chez l’homme et constituer un danger pour les travailleurs, 
leur propagation dans la collectivité est peu probable et il existe généralement une prophylaxie ou un 
traitement efficace. Dans un second temps des bactéries pathogènes de différentes espèces et souches 
Staphylococcus, Salmonella et Escherichia, impliquées notamment dans les maladies d’origine 
alimentaire, ont été étudiées. Cet autre groupe de bactéries est défini par l’INRS comme pouvant 
provoquer une maladie grave chez l’homme et constituer un danger sérieux pour les travailleurs, leur 
propagation dans la collectivité est possible mais il existe généralement une prophylaxie ou un traitement 
efficace.  
Chacune des souches utilisées dans ce premier groupe de bactéries est identifiée au cours de cette étude 
par son numéro ATCC (American Type Culture Collection). Nous avons utilisé ici, 2 espèces de 
bactéries Escherichia coli et Staphylococcus epidermidis ainsi que deux souches pour chacune des 
espèces : les souches E. coli 10 798 (décrite précédemment), E. coli 11 775 ayant le sérotype O1 :K1 :H7 
d’une part ; et S. epidermidis 14 990 et S. epidermidis 12 228 d’autre part. 
Le seuil de détection des bactéries est également à prendre en compte comme critère lors de nos mesures.  
Dans une première phase de notre étude, nous avons utilisé la souche Staphylococcus epidermidis 14990 
à différentes gammes de concentrations pour déterminer la concentration minimale à laquelle nous 
pouvons détecter l’espèce Staphylococcus epidermidis. Les sensogrammes obtenus montrent que tous 
les récepteurs combinatoires présentent des affinités variables et que cette souche interagit 
préférentiellement avec les récepteurs riches en lactose sulfate (Figure 4-10). De plus l’intensité de 
signal augmente de manière proportionnelle en fonction de la concentration en bactéries. 
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Figure 4-10 : Sensogrammes de la souche Staphylococcus epidermidis 14 990 analysée en fonction de différentes 
concentrations de bactéries dans la solution tampon HEPES. 
La superposition des profils obtenus pour chacune des concentrations de bactéries montre plus 
clairement la relation entre l’intensité de signal et la concentration bactérienne, toutefois le 
profil  de la souche est quant à lui inchangé (Figure 4-10). L’évolution d’intensité en fonction 
de la concentration en bactéries ainsi que la conservation du profil indiquent que notre système 
de langue électronique permettrait également de réaliser une quantification.  
 
 
 
Figure 4-11 : Représentation superposée des profils 2D obtenus pour la souche S. epidermidis 14 990 en fonction 
des concentrations en bactéries analysées. 
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Cependant le sensogramme (Figure 4-10) et le profil (Figure 4-11) pour la plus faible concentration 
de 4,7.105 bactéries.mL-1 ne peuvent être validés en raison d’un rapport signal sur bruit inférieur à 3 %. 
En revanche le système semble être adapté pour l’analyse de la bactérie S. epidermidis dans une gamme 
de concentration supérieure à 1.106 bactéries.mL-1. D’autres études ont montré au cours de cette thèse 
que le seuil de détection dépend de la nature des bactéries étudiées et qu’il peut être inférieur à 1.106 
bactéries.mL-1.    
4.5.1 Discrimination inter-espèces 
 
Une autre espèce de bactérie  E. coli a ensuite été étudiée pour établir une comparaison entre deux 
espèces différentes et afin d’évaluer la capacité de distinction avec notre langue électronique.  
Les sensogrammes de chaque souche (Figure 4-12), montrent une augmentation de signal de 
réflectivité lors de la phase d’injection (jusqu’à la 33ème minute) due à l’association entre bactéries et 
récepteurs combinatoires. Lors de la 1ère phase de rinçage à débit lent et de la seconde phase de rinçage 
à débit 3 fois plus rapide (commencée à la 43ème minute) il n’y a pas de dissociation importante des 
bactéries de la surface. Nous avons donc établi nos profils 2D à la 55ème minute c’est-à-dire à la fin du 
rinçage. On remarque cependant que notre système répond de manière très différente aux deux espèces 
E. coli et S. epidermidis. 
 
Figure 4-12 : Sensogrammes et profils 2D établis afin de discriminer 2 espèces de bactéries Staphylococcus 
epidermidis et Escherichia coli. 
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La souche de Staphylococcus epidermidis pour une concentration moyenne de 1,2.107 bactéries.mL-1 
montre une meilleure affinité pour les récepteurs riches en lactose sulfate (BB2) et ce de manière 
proportionnelle au ratio de cette brique de base dans la composition des récepteurs combinatoires. La 
souche Escherichia coli montre quant à elle presque la même affinité pour l’ensemble des récepteurs 
avec une intensité de réflectivité comprise entre 6 et 8 % (Figure 4-12) pour une concentration moyenne 
de 1,3.107 bactéries.mL-1. 
De plus le mode de représentation par image 3D (Figure 4-13) globalise les informations issues du 
sensogramme et du profil 2D où les intensités de couleur reflètent les variations d’intensité de signal 
SPRi. Ces images continues 3D sont donc propres à chaque souche et permettent de mieux les distinguer 
visuellement.  
 
Figure 4-13 : Images 3D correspondant à la souche S. epidermidis 11775 et E. coli 10798 concentrées 
respectivement à 1,2.107 bactéries.mL-1 et 1,3.107 bactéries.mL-1. 
 
4.5.2 Discrimination entre les souches 
 
Nous avons suite à ces premiers résultats, étudié une seconde souche pour chacune des espèces S. 
epidermidis 12228 et E. coli 11775 afin de déterminer la capacité de notre eT à discriminer des souches 
différentes de la même famille. Nous avons pour cela utilisé des concentrations bactériennes 
comparables entre les deux souches d’une même espèce.  
 
4.4.2.1 Staphylococcus epidermidis 
 
Lorsque l’on compare les sensogrammes obtenus des deux souches de Staphylococcus epidermidis, on 
remarque qu’elles se distinguent davantage l’une de l’autre lors de la 2ème phase de rinçage avec une 
dissociation légèrement différente (Figure 4-12 et Figure 4-14). On observe notamment cette 
dissociation pour les récepteurs composés de 0 à 30% de lactose. Cette variation est aussi visible sur le 
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profil 2D et sur l’image 3D générés (Figure 4-14). Cependant les intensités de signal sont 
environ 2 fois moins importantes pour la souche S. epidermidis 12228 probablement en raison 
de la différence de concentration des échantillons analysés (7,2.106 bactéries.mL-1 pour la souche 
S. epidermidis 12228 et 1,2.107 bactéries.mL-1 pour la souche S. epidermidis 14990 déterminées par 
dénombrement sur milieux gélosés). 
 
Figure 4-14 : Représentation du sensogramme moyen de la souche S. epidermidis 12 228 à une concentration de 
7,2.106 bactéries.mL-1 et du profil 2D généré à la 55ème minute soit à la fin de la 2ème phase de rinçage. L’image 
3D obtenue est considérée comme une empreinte de cette souche bactérienne. 
 
4.4.2.2 Escherichia coli 
 
A l’inverse de la souche E. coli 10798  (Figure 4-12), la deuxième souche E. coli 11775 présente une 
dissociation importante lorsque le débit de rinçage est augmenté (Figure 4-15). A la 55ème minute, 
l’intensité de signal de l’ensemble des récepteurs est stabilisée à environ 1%, à l’exception du récepteur 
composé uniquement de lactose dont le signal est environ de 2,5%. Il reste donc peu de matière à la 
surface de notre système. On observe également que les cinétiques de dissociation durant cette seconde 
phase de rinçage dépendent des récepteurs combinatoires étudiés.  
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Figure 4-15 : Représentation du sensogramme de la souche E. coli 11775 ainsi que du profil 2D généré à la 55ème 
minute soit à la fin de la 2ème phase de rinçage. L’image 3D obtenue est considérée comme une empreinte de 
cette souche bactérienne. 
 
En conséquence les variations cinétiques observées fournissent des informations supplémentaires pour 
analyser et discriminer les deux souches E. coli 10798 et E. coli 11775 car les profils 2D et les images 
3D sont très distincts.    
L’ensemble des résultats de cette étude prouve que notre système de langue électronique est efficace 
pour différentier non seulement différents genres et espèces de bactéries mais aussi différentes souches 
d’une même espèce. Les différences mises en évidence pour chacune des souches peuvent être 
issue des éléments présents en périphérie des bactéries comme les fimbriae (pili), les 
microvillosités ou les adhésines. Ces structures protéiques permettent notamment 
l’attachement des micro-organismes aux cellules de l’organisme hôte grâce à la reconnaissance 
de motifs glycosylés (glycoprotéines, glycolipides). 
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4.6 Application de la langue électronique pour l’analyse 
des bactéries pathogènes  
La pathogénicité des bactéries est définie comme étant la capacité d’un micro-organisme à provoquer 
une maladie tandis que la virulence correspond à la gravité relative de la maladie provoquée par le micro-
organisme. Variables en fonction des espèces et des souches, ces deux éléments dépendent également 
de l’état immunitaire de l’organisme hôte. L’application de notre système de eT pour l’identification et 
la discrimination de bactéries pathogènes a été réalisée avec :  
- Deux souches de Staphylococcus aureus à savoir la souche S. aureus 25 923 sensible à la 
méticilline isolée à Seattle en 1945, notée MSSA et la souche S. aureus 43 300 résistante à la 
méticilline et oxalline, notée MRSA.  
- Deux souches pathogènes d’Escherichia coli entéro-hémorragiques. Elles sont ici définies en 
fonction de leur sérotype, il s’agit ainsi de la souche E. coli O157 et la souche E. coli O157 :H7 
dont le numéro de la Collection de l’Institut Pasteur (CIP) est le 105917. 
- D’une souche de Salmonella enteritica de sérotype Typhimurium, dont le numéro de référence 
est CIP 104515.  
L’ensemble de ces souches a été étudié selon la même procédure d’analyse que les souches non 
pathogènes décrite précédemment, tout en respectant les conditions de sécurité requises pour 
ces types de pathogènes. 
4.6.1 Etude des différentes souches pathogènes 
L’ensemble des sensogrammes et profils 2D de toutes les bactéries pathogènes analysées est présenté 
dans la Figure 4-16 et son image 3D dans la Figure 4-17. 
Les deux souches de Staphylococcus aureus identifiées par les numéros ATCC 43300 et 25923 
présentent une résistance différente pour la méticilline. Leurs analyses montrent pour toutes les deux 
une meilleure affinité pour les récepteurs riches en lactose-sulfate (Figure 4-16). Lors de 
l’augmentation du débit de la seconde phase de rinçage, il n’y a pas de variation significative du signal 
mesuré. Les profils 2D présentés ici, sont des signaux moyens issus de 5 analyses différentes de ces 
souches sur deux prismes différents (3 analyses pour le 1er prisme et 2 analyses sur le second). Les 
concentrations moyennes utilisées sont de 1,2.107 bactéries.mL-1 pour la souche résistante à la 
méticilline (MRSA) et de 8,6.106 bactéries.mL-1 pour la souche sensible à l’antibiotique (MSSA) après 
dénombrement sur milieu gélosé TSA. On remarque également que l’allure du profil 2D de la souche 
MSSA ressemble au profil établi pour la souche S. epidermidis 12228 (Figure 4-14). Toutefois ces 
deux espèces se distinguent par leurs cinétiques de dissociation bactéries-récepteurs bien différentes 
d’où l’importance de considérer les informations cinétiques de notre système de langue électronique. 
Cependant les images 3D générées pour les souches MRSA et MSSA ne permettent pas de se discriminer 
clairement.  
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Figure 4-16 : Sensogammes et profils 2D générés pour des bactéries pathogènes du genre Escherichia,  
Staphylococcus et Salmonella. 
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Lors de l’étude des deux souches pathogènes d’Escherichia coli (O157 :H7 et O157), on 
observe en premier lieu la souche E. coli O157 :H7 par sa très forte affinité pour les récepteurs 
riches en lactose sulfate à l’inverse des autres souches de cette espèce qui présentent le moins 
d’affinité pour ces récepteurs. Nous pourrions émettre l’hypothèse que l’affinité de la souche 
E. coli O157 :H7 pour les récepteurs riches en lactose serait  issue de l’antigène H7 présent sur 
les flagelles. Cependant la souche E. coli 11775 étudiée précédemment, possède également cet 
antigène à sa surface mais ne montre pas du tout les mêmes affinités pour les récepteurs, ce 
qui réfute l’hypothèse de reconnaissance de l’antigène H7. 
En second lieu l’augmentation du débit de rinçage montre peu d’effets pour la souche E. coli 
O157 :H7 tandis que pour la souche E. coli O157, cette modification de débit génère une 
dissociation nettement visible sur le sensogramme et sur l’image 3D associés à cette souche. 
La différence d’intensité de signal observée résulte en partie de la concentration moyenne des 
échantillons analysés évaluée à 9,7.106 bactéries.mL-1  pour la souche E. coli O157 :H7 et à 
2,6.107 bactéries.mL-1 pour la souche E. coli O157. 
L’espèce Salmonella enteritica Typhimurium a également été étudiée au cours de ces travaux 
à une concentration de 2,25.106 bactéries.mL-1 pour introduire l’étude d’un autre genre de 
bactérie étudié particulièrement dans la sécurité alimentaire. Cette souche montre une signature 
très différente des autres bactéries analysées. 
De plus les images 3D obtenues pour chacune des bactéries se distinguent relativement bien 
les unes des autres ce qui confirme la capacité de notre eT pour réaliser la discrimination de 
bactéries pathogènes (Figure 4-17). 
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Figure 4-17 : Images 3D des bactéries pathogènes étudiées. 
 
L’ensemble des résultats, des profils 2D et des images 3D montre que notre système est pertinent pour 
l’analyse de ces bactéries pathogènes.  
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4.6.2 Classification des bactéries étudiées par PCA 
 
Afin d’évaluer la capacité de notre système à classifier l’ensemble des données sur les bactéries non 
pathogènes et pathogènes, nous avons réalisé une analyse en composantes principales en utilisant les 
données des images 3D. Le nombre de variable analysé est ici de 1210 puisque les images 3D 
ont été générées par les données de réflectivité obtenues pendant les 55 minutes d’analyse avec 
un intervalle de mesure de 30 secondes. Cette méthode permet de réduire le nombre de données 
qui sont normalement acquises toutes les 0,1 secondes. De plus deux injections au minimum 
ont été utilisées pour chacune des souches analysées afin de réaliser cette étude par PCA. 
 
Figure 4-18 : Représentation de l’Analyse en composantes principales réalisée pour l’ensemble des bactéries 
pathogènes et non pathogènes étudiées 
La représentation simplifiée PCA selon deux composantes principales, Figure 4-18, illustre l’analyse 
de l’ensemble des bactéries où chacun des genres Escherichia, Staphylococcus et Salmonella est distinct 
l’un de l’autre. La variance globale de la représentation est de 98,2% par rapport aux données 
d’origine, la perte d’information est donc faible avec 1,8%. On constate que pour l’espèce E. 
coli les différentes souches forment des clusters distincts bien définis dans l’espace. En 
revanche pour le genre Staphylococcus, il est impossible de distinguer clairement les 
différentes souches étudiées à l’exception de la souche S. epidermidis 14990. Nous avons donc 
réalisé une seconde PCA dédiée à ce genre de bactéries (Figure 4-19). 
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Figure 4-19 : Représentation de l’analyse en composantes principales réalisée avec des souches pathogènes et 
non pathogènes du genre Staphylococcus. 
On constate sur cette représentation dédiée au genre Staphylococcus qu’il semblerait possible de 
distinguer et de classifier les différentes espèces et souches étudiées. Cependant un plus grand nombre 
d’analyse serait nécessaire afin de valider cette affirmation. 
4.7 Détection des bactéries dans un milieu complexe: le lait 
 
L’analyse de bactéries dans des milieux complexes représente un grand challenge, dans cette partie nous 
avons réalisé quelques tests préliminaires en utilisant la souche E. coli 10798 selon 3 conditions :  
- Lors d’une mise en culture dans un milieu de croissance conventionnel de TSB durant une nuit 
(environ 12h) à 37° C sous agitation 
- Lors d’une mise en culture dans du lait demi-écrémé UHT durant une nuit (environ 12h) à 37° 
C sous agitation.  
- Lors d’un mélange juste avant analyse entre la souche E. coli 10798 en suspension dans du 
tampon HEPES (issue de la première condition de croissance) et du lait demi-écrémé UHT 
conservé à 37°C. La concentration finale en bactéries dans l’échantillon est de 1.107 
bactéries.mL-1 tandis que la concentration en lait de 0,125% v/v. 
 
Tout d’abord, à titre de comparaison nous avons analysé du lait non contaminé soumis sur une nuit à 
une température de 4°C (Figure 4-20a) ou à une température de 37°C sous agitation (Figure 4-20b). 
Comme le montre la Figure 4-20, les deux conditions de conservation ne génèrent pas de différences 
significatives lors de l’analyse des échantillons sur notre système de langue électronique. Les 
profils établis pour les deux laits sont relativement similaires. 
Lorsque l’on mélange les bactéries avec du lait (Figure 4-20d), juste avant l’analyse on retrouve une 
combinaison des signaux de chacun des échantillons du lait et de la bactérie (Figure 4-20c). Cependant 
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le sensogramme et le profil continu 2D obtenus ne correspondent pas à une simple addition des signaux, 
ce qui peut être le résultat d’un effet de compétition entre le lait et la bactérie E. coli 10798 pour la 
surface du réseau de récepteurs combinatoires. En conséquence l’analyse des bactéries dans un milieu 
complexe s’avère être très compliquée, notre système de eT n’est pas adapté à ce genre d’étude.  
En revanche, la croissance des bactéries dans le lait génère des profils intéressants. On 
remarque ainsi que l’intensité moyenne du signal pour le récepteur composé uniquement de 
lactose sulfate est d’environ 2% à la 55ème minute, ce qui est très largement inférieur aux 
résultats obtenus pour le lait non contaminé. Dans le cadre de cette croissance, on effectue une 
dilution de l’échantillon à 0,125% (v/v) dans le tampon HEPES avant l’injection afin de 
pouvoir établir une comparaison par rapport à l’intensité de signal du lait. La concentration de 
bactérie dans cet échantillon dilué est de 1,3.105 bactéries.mL-1. En effet la présence de 
bactéries en quantité importante, ainsi que la consommation du lactose comme source de 
carbone ont très probablement entraîné une diminution du signal du lait. Nous pouvons donc 
dire en raison de ces résultats que le développement des bactéries dans ce milieu composé de 
lait a modifié les caractéristiques de ce dernier.  
Les résultats, Figure 4-20, peuvent également être comparés à ceux obtenus lors de l’étude du 
vieillissement du lait UHT, plus particulièrement à 48 et 72h de vieillissement. Nous avions 
établi que le signal était fortement diminué soit par la détérioration naturelle du lait,  soit en 
raison d’une contamination bactérienne (Figure 3-7). Cette étude corrobore ces deux 
hypothèses au cours de notre étude sur le vieillissement.  
Toutefois notre système n’est à pas adapté à l’identification de bactéries en milieux complexes. 
En revanche, l’ensemble de ses résultats fait apparaître qu’il est possible de détecter des 
anomalies comme la contamination du lait lors de comparaison avec un échantillon de 
référence (standard) par notre langue électronique. Par la suite un échantillonnage 
(prélèvement) peut être effectué pour mettre en culture les micro-organismes afin de les isoler 
et de les identifier. Cette dernière étape peut être soit basée sur l’utilisation de méthodes dites 
spécifiques, soit sur notre système eT par comparaison de l’image 3D générée avec celles de 
la bibliothèque créée lors de la phase d’apprentissage. 
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Figure 4-20 : Représentation des sensogrammes et des profils 2D obtenus pour chacune des conditions testées 
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Remarque : Au cours de l’étude des bactéries nous avons utilisé deux prismes d’or fonctionnalisés le 
même jour et dans les mêmes conditions. Nous avons remarqué qu’après 15 jours d’utilisation avec un 
flux continu, ces prismes commencent à présenter des variations de signal sur certains récepteurs 
abîmés. Cette dégradation progressive des récepteurs combinatoires rend le système totalement 
inutilisable à 17 jours. La dégradation des prismes utilisés pour les bactéries est donc plus rapide en 
comparaison de ceux utilisés pour l’analyse des milieux complexes.  
 
Conclusion 
 
L’application de notre système de langue électronique pour une discrimination et une 
classification des souches pathogènes et non pathogènes est réalisable dans un milieu tampon 
(HEPES) grâce aux optimisations réalisées sur la partie fluidique. L’imagerie SPR permet 
d’acquérir des informations sur la cinétique d’association et de dissociation des bactéries grâce 
à notre réseau de récepteurs combinatoires à réactivités croisées. Ainsi les premières études 
montrent la capacité et la performance de notre système de langue électronique à générer des 
signatures spécifiques (profil continu 2D et image 3D) propres à chaque souche. Les tests 
réalisés pour l’application du système dans le secteur alimentaire s’avèrent prometteurs pour 
la détection et éventuellement pour l’identification de contaminations dans les milieux 
complexes. Il serait toutefois intéressant d’explorer d’avantage les éléments de reconnaissance 
ainsi que les mécanismes mis en jeu entre le réseau de récepteurs combinatoires et les souches 
bactérienne étudiées grâce à la biologie moléculaire dans le but de compléter les analyses. Pour 
cela l’expression et la purification de protéines de surface présentes sur les bactéries pourrait 
être réalisés afin de les étudier grâce à notre système de langue électronique.      
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Conclusion générale  
La langue électronique (eT) utilisée au cours de ces travaux a été développée dans le but de 
simplifier la réalisation de matériaux sensibles associés à l’imagerie par résonance de plasmons 
de surface. Des récepteurs ont été construits grâce au mélange en solution de deux petites 
molécules en proportions contrôlées et à leur dépôt puis auto-assemblage sur la surface d’un 
prisme recouvert d’or. Les récepteurs obtenus possèdent des propriétés physicochimiques 
différentes, ce qui permet de créer un réseau de récepteurs combinatoires à réactivités croisées. 
Cette approche combinatoire permet d’obtenir rapidement et facilement un très grand nombre 
de récepteurs en modifiant le ratio des mélanges ou en introduisant de nouvelles briques de 
bases. Le système de SPRi permet quant à lui d’étudier les interactions cibles-sondes sans 
marquage et en temps réel.  
Les objectifs de cette thèse est d’explorer les applications potentielles d’un système de langue 
électronique développé récemment au laboratoire pour l’analyse et la discrimination de 
différents milieux complexes et de bactéries.  
L’étude de milieux complexes a été réalisée sur des échantillons de différentes natures comme 
le vin, la bière et le lait. Cette étude a montré que les récepteurs combinatoires à réactivités 
croisées sont sensibles et capables de répondre avec une bonne sélectivité aux milieux 
complexes. De plus, notre système peut générer des profils continus 2D et des images 3D, 
propres à chaque échantillon. Grâce à ces signatures, nous avons réussi à différentier et 
classifier ces divers types de boissons. Le dispositif a également prouvé son efficacité pour 
l’analyse de milieux complexes riches en protéines comme les boissons d’origines végétale et 
animale. Le suivi du vieillissement du lait, illustre quant à lui l’application potentielle de notre 
système dans le secteur de l’agroalimentaire, notamment pour les contrôles qualités.    
La seconde partie de ce travail a été dédiée à l’application du système d’eT pour la détection 
de bactéries. Dans un premier temps, nous avons particulièrement optimisé les paramètres 
fluidiques, en raison de la morphologie variable de ces objets biologiques complexes et 
volumineux. Une cuve hexagonale avec une profondeur de 0,3 mm et un débit fluidique de 
0,52 µL.s-1 fournissent les conditions permettant l’homogénéité de la solution dans la cuve et 
ainsi l’optimisation des interactions entre le réseau de récepteurs combinatoires et les bactéries. 
Le système s’est révélé performant pour l’analyse de bactérie dans des gammes de 
concentrations supérieures à 1.106 bactéries.mL-1, ce qui est comparable aux concentrations 
autres méthodes standards actuellement utilisées. Il est également possible de quantifier ces 
analyses. Par la suite, la langue électronique a permis la discrimination de différentes bactéries 
selon leur genre, leur espèce et en fonction des souches grâce aux profils continus 2D et aux 
images 3D. Pour classifier les bactéries pathogènes et non pathogènes étudiées, l’analyse en 
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composantes principales basée sur les images 3D s’est avérée plus pertinente que celle basée 
sur les profils continus 2D. En effet, l’utilisation du système SPRi permet à notre langue 
électronique de fournir des informations supplémentaires sur la cinétique d’interaction, 
contenues dans les images 3D. Ceci est un progrès par rapport à d’autres systèmes existants.  
Les études réalisées dans cette thèse ouvrent des perspectives pour l’utilisation de notre 
système de langue électronique comme outil de détection des contaminations, par exemple 
dans le lait, en comparant avec un échantillon standard. Par la suite ce dispositif pourrait 
proposer une approche complémentaire pour l’identification de micro-organismes après leur 
mise en culture, ceci par comparaison des images 3D avec celles de la bibliothèque créée lors 
de la phase d’apprentissage.  
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Annexe 1 
A-1 Fabrication et caractérisation de microélectrodes de 
diamant 
 
Ce chapitre développe les travaux entrepris pour réaliser la fabrication d’un capteur de type langue 
électronique composé d’un réseau de microélectrodes diamant fonctionnalisées associé à un système de 
transduction électrochimique. Sa réalisation est issue de la collaboration de l’équipe Semi-Conducteur 
Grand Gap (SC2G) du laboratoire Institut Néel réalisant l’étude et la croissance du diamant avec le 
laboratoire Chimie pour la Reconnaissance et l’Etude d’Assemblages Biologiques (CREAB) rattaché à 
l’unité mixte de recherche 5819 du SPrAM (Structure et Propriétés d'Architectures Moléculaire) pour 
la fonctionnalisation de surface. 
Le but de ce travail à l’Institut Néel était de développer un nouveau système de langue électronique basé 
sur un réseau de microélectrodes de diamant couplé à un système de transduction de type 
électrochimique. Ce système comme nous l’avons expliqué précédemment n’a pas pu aboutir à un 
dispositif fonctionnel. Afin d’illustrer le travail réalisé, nous aborderons les applications et les propriétés 
du diamant avant de décrire les croissances assistées par plasma mises en œuvre sur un substrat de 
silicium pour réaliser un réseau de microélectrodes diamant (MEA pour Micro Electrode Array).  Les 
MEA étudiées dans ce chapitre ont été réalisées lors de mes premiers mois de mon projet  avec l’aide 
de Clément Hebert du laboratoire SC2G. Elles ont été caractérisées sans fonctionnalisation par 
microscopie à balayage et par électrochimie. Nous avons également réalisé des études préliminaires de 
fonctionnalisation de diamant avec de la biotine.  
A-1.1 Le diamant  
 
Composé chimiquement d’atomes de carbone, le diamant se forme naturellement depuis des milliards 
d’années dans le manteau terrestre à une profondeur de plus de 150 km sous des conditions extrêmes de 
température et de pression, supérieures à 1500°C et à 5 GPa [192]. Ce matériau se distingue par ses 
liaisons covalentes de type sp3 mises en jeu pour former une structure cristalline tridimensionnelle 
cubique à faces centrées comme le montre la  Figure A1-1.  
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Figure A1-1 : Schématisation de la maille élémentaire cristallographique du diamant de 3,50 Å de côté. La 
distance interatomique est de 1,54 Å [193].                                                                                                                    
Cette structure cristalline fait du diamant, un matériau rigide et dense avec 1,76.1023 atomes.cm-3. Elle 
offre aussi à ce minéral de nombreuses propriétés mécaniques, thermiques, optiques, chimiques et 
électriques qui rendent le diamant applicable dans de nombreux domaines. 
 
A-1.1.1 Applications et propriétés du diamant 
 
A-1.1.1.1. Propriétés générales du diamant 
 
Les propriétés optiques quant à elles permettent de décrire les 4 grands types de diamants comme le 
montre le Tableau A1-0-11 ci-dessous.  
Tableau A1-0-1 : Classification des différents types de diamants en fonction du taux d’azote et des 
caractéristiques des impuretés. 
 
La propriété mécanique peut être représentée à titre d’exemple par sa dureté de 10 sur l’échelle de Mohs 
(évaluée de 1 à 10) ce qui fait du diamant le matériau le plus dur, mais il est également très résistant au 
choc en raison de sa capacité de déformation élastique [194]. Son faible taux d’usure et sa forte 
Types 
Compositions et 
caractéristiques 
Couleurs Particularités 
I a 
Petits groupes d'azote 
Contient 0,3 % d'azote 
Incolore, jaune 
pâle 
Type majoritaire des diamants naturels 
Fluorescence bleue 
Raies d’absorption étroites en infrarouge 
I b 
Azote isolé 
Contient 0,1 % d'azote 
Jaune intense 
au brun 
Type majoritaire des diamants 
synthétiques 
Raies d’absorption larges en infrarouge 
II a Pur sans azote 
Incolore,  
blanc 
exceptionnel 
Transparent aux UV < 230 μm 
Electriquement isolant 
II b 
Sans azote avec 0,1 % de 
bore 
Bleue Semi-conducteur de type p 
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résistance au choc permettent l’utilisation du diamant notamment pour des outils de découpe, d’abrasion 
ou de polissage soit par inclusion (incorporation) du diamant soit par dépôt d’une fine couche afin de 
former un revêtement de diamant synthétique [195]. D’autres propriétés du diamant et des applications 
sont décrites dans le Tableau A1-0-2, ci-dessous :  
 
Tableau A1-0-2 : Principales propriétés et applications du diamant [194] 
 
Nous pouvons également citer la conductivité thermique du diamant, 5 fois plus élevée que celle du 
cuivre, ce qui en fait un meilleur conducteur thermique [196]. Sa faible capacité calorifique (capacité à 
conserver la chaleur) et son faible coefficient de dilatation thermique font du diamant un excellent 
matériau pour dissiper la chaleur. C’est pourquoi il est notamment utilisé comme dissipateur thermique 
dans l’électronique à forte densité de composants.  
La biocompatibilité du diamant est issue de son inertie chimique [197, 198] qui le rend utilisable comme 
support [199, 200] ou comme interface cellulaire [201] dans le domaine médical pour la prolifération 
de cellules [202-204]. Il est également utilisé dans la conception de rétines artificielles [205] ou pour le 
revêtement de prothèses par exemple.  
Semi-conducteur à large bande interdite, le diamant dans sa forme non dopée, dite diamant intrinsèque, 
conserve son rôle d’isolant dans une large gamme de température, tandis que son champ de claquage 
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élevé lui permet de résister à de hautes tensions [206] [207]. Cependant ses propriétés peuvent être 
modulées par l’incorporation (dopage) d’autres atomes dans sa structure cristalline. Il a été montré que 
lorsque le diamant est dopé avec des atomes de bore, il peut devenir un semi-conducteur de type p [208], 
voire même un conducteur métallique pour des dopages très importants au bore [209]. Cette 
caractéristique particulière conjuguée à sa conductivité thermique rend le diamant d’autant plus 
intéressant ; comme composant électronique de type transistors à effet de champ [210], comme diode 
Schottky [211], mais aussi pour les applications de radiofréquence de puissance [212] ou encore comme 
électrode électrochimique [213].  
 
A-1.1.1.2. Application particulière en électrochimie  
L’application en l’électrochimie du diamant est notamment réalisable par sa grande inertie chimique qui 
rend le diamant résistant aux traitements acides, basiques et oxydatifs, ce qui permet son utilisation dans 
des domaines biologiques ou chimiques très variés [214]. De plus les électrodes dopées au bore dites 
BDD (Boron Doped Diamond) possèdent une large fenêtre de potentiels en milieux aqueux en 
comparaison à d’autres matériaux tels que l’or, le platine ou le graphite ; ainsi qu’un très faible courant 
de fond, environ 10 fois moins important que les électrodes métalliques [215] comme le montre la 
Figure A1-2.  
 
Figure A1-2  : Les voltampérogrammes décrivent l’évolution de la fenêtre de potentiels de différents types 
d’électrodes diamant dopé au bore et de type métallique (or, platine, carbone vitreux). En bleu : film 
monocristallin intrinsèque hydrogéné. En rouge : film poly-cristallin dopé (c’est-à-dire composé de plusieurs 
cristaux), [B] = 5.1019 B.cm−3. En vert : film poly-cristallin dopé, [B] = 5.1020 B.cm−3 et en noir : film 
monocristallin dopé, [B] = 3.1020 B.cm−3 [216]. 
Le diamant constitue donc un matériau de choix dans le domaine de l’électrochimie pour des 
applications de diagnostic [216-219] et des procédés de dépollution [220-222]. Le diamant possède aussi 
une très faible capacité de double couche [214]. La mesure de courants d’oxydation ou de réduction par 
les électrodes constituées de BDD présente une meilleure sensibilité puisque le rapport courant faradique 
sur courant capacitif est amélioré par le faible courant résiduel des électrodes BDD [223]. De plus la 
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forte densité du diamant diminue sa sensibilité à l’adsorption d’espèces à sa surface, à l’exception de 
celle de type organique. En effet le diamant, en particulier dans son état hydrogéné, est peu sujet à 
l’encrassement par des produits réactionnels ou par des molécules présentes dans le milieu environnant 
[224]. Les électrodes conservent donc plus longtemps leurs caractéristiques ; c’est la propriété d’anti « 
fouling ». Lors d’oxydations des surfaces de diamant, il est possible de les régénérer en réalisant une 
oxydation poussée afin de dégrader les espèces adsorbées à la surface [222]. C’est notamment cette 
caractéristique qui permet de réaliser la dépollution des eaux par l’oxydation de polluants organiques 
[221] ou la réduction de composés inorganiques tels que les nitrates [220] sans entrainer de dégradation 
ou de passivation de l’électrode BDD.  
Toutefois la rareté, la taille, la qualité, la composition, les propriétés caractéristiques du diamant ainsi 
que son coût limitent son application notamment dans le secteur industriel. C’est pourquoi des 
recherches ont été menées afin de développer des diamants synthétiques reproductibles pouvant 
répondre aux besoins de l’industrie et pouvant exploiter au mieux le potentiel du diamant en électronique 
en maîtrisant l’incorporation d’impuretés dopantes lors de sa croissance. Deux méthodes de synthèse du 
diamant ont été développées au cours du siècle dernier : la synthèse dite HPHT (Haute Pression, Haute 
Température) et la synthèse par CVD (Chemical Vapour Deposition). 
 
A-1.1.1 Fabrication du diamant par voie synthétique 
 
A-1.1.2.1 Le diamant issu de Haute Pression et Haute Température  
 
Dans cette première méthode, le graphite, est converti en diamant sous haute pression et haute 
température, conditions où il est stable thermodynamiquement en simulant les conditions naturelles de 
formation du diamant. Brevetée en 1955 par la société américaine General Electric, cette approche se 
base sur de forts apports énergétiques ainsi que sur le diagramme de phase du carbone établi par Bundy 
[225], présenté dans la Figure A1-3, afin d’obtenir un monocristallin dense.  
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Figure A1-3 : Diagramme de phase du carbone [226] 
Ce procédé de croissance HPHT est à l’heure actuelle la méthode de fabrication industrielle la plus 
utilisée malgré son coût élevé. Toutefois il présente en général une forte contamination à l’azote ce qui 
ne permet pas l’utilisation de ces diamants synthétisés dans les domaines de l’électronique et de 
l’optique. Une autre technique a donc été développée afin de diminuer les coûts de synthèse, 
d’augmenter la taille des cristaux et de contrôler l’incorporation des impuretés lors de la croissance. 
 
4.7.1.1.1 Le diamant synthétique par dépôt chimique en phase vapeur  
 
La seconde méthode alternative à la croissance par HPHT, consiste à synthétiser des films de diamant 
poly-cristallins par le procédé de dépôt chimique en phase vapeur (Chemical Vapor Deposition (CVD)) 
à des températures basses comprises entre 700 et 900°C et des pressions inférieures à la pression 
atmosphérique, de l’ordre de 10 à 100 torr  (soit de d’environ 13 à 133mbar) [227, 228], représentées 
par une zone de couleur jaune sur le diagramme de phase du carbone (Figure A1-4). Sous ces conditions 
particulières, le substrat utilisé comme support dans ce procédé, doit avoir une bonne stabilité thermique 
et chimique afin d’assurer l’adhésion du diamant tout au long de la synthèse (température de fusion 
élevée, coefficient d’expansion faible, absence de réaction non souhaitée) [229]. Deux croissances se 
distinguent en fonction du substrat utilisé ; l’homo-épitaxie d’une part, lorsque le substrat est de type 
diamant et l’hétéro-épitaxie d’autre part, pour les croissances sur des substrats non-diamant comme le 
platine [230] le silicium [231], l’iridium [232] et le tungstène [233].   
Le procédé de CVD est réalisé dans une chambre réactionnelle sous vide. Cette dernière est alimentée 
par une phase gazeuse constituée le plus souvent de dihydrogène, gaz porteur  majoritairement présent 
dans le réacteur et de méthane fournissant le carbone nécessaire à la croissance du diamant. Afin 
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d’effectuer la croissance du diamant, il est nécessaire d’activer le système par une source d’énergie 
extérieure de manière thermique avec un filament chaud, ou grâce à un plasma généré par radiofréquence 
ou par micro-ondes [234] comme l’illustre la Figure A1-4. L’hydrogène et le méthane sont alors 
décomposés en espèces chimiques réactives de type radicalaires [235] qui peuvent réagir avec les phases 
cristallines pour s’hybrider aussi bien en sp2 qu’en sp3, respectivement phases graphitique et diamant. 
Cependant l’hydrogène, réagit de manière préférentielle pour graver les phases non-diamant formées 
(sp2) [236, 237] et ainsi permettre la croissance du diamant [229] [238].  
 
Figure A1-4 : Schéma de étapes et des processus ayant lieu durant le dépôt de diamant par CVD[194]  
Dans le cas d’un mélange d’hydrogène et de méthane, la méthode de CVD permet donc d’obtenir un 
diamant isolant du point de vue électrique. Mais un diamant avec d’autres propriétés peut également 
être synthétisé en effectuant un dopage chimique lors de la croissance.  
Synthèse diamant dopé DD 
Deux types de dopage se distinguent en fonction des atomes incorporés dans le maillage de manière 
spécifique et contrôlée. Le dopage de type n incorpore des donneurs d’électrons comme le phosphore 
ou l’azote et donne une couleur jaune au diamant  tandis que le dopage de type p incorpore des atomes 
de bore donnant une couleur bleue au cristal. Le dopage de type p, par l’atome de bore est réalisé de 
manière plus simple et reproductible. Il s’insère par substitution dans la maille diamant grâce à son rayon 
de Bohr de 0,88 Å proche de celui du carbone de 0,77 Å. Les atomes de bore utilisés pour le dopage de 
nos échantillons sont issus de diborane gazeux (B2H6) ajouté à la phase gazeuse de méthane et 
d’hydrogène. Les atomes de bore peuvent également être fournis par du tri-méthyle borane. Pour des 
dopages de 1016 à 3.1020 atomes.cm-3 de bore, le diamant obtenu présente des propriétés de semi-
conducteur, au-delà et jusqu’à 1,5.1022 atomes/cm-3 le diamant possède un caractère métallique [239].  
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Les conditions de température et de pression mises en jeu dans le procédé de croissance par 
CVD sont essentielles à maîtriser, tout comme la proportion et la composition du mélange 
gazeux [240-242]. Par exemple le rapport CH4/H2 détermine les vitesses de croissance du 
diamant : plus ce rapport est important, plus les vitesses de croissance sont importantes [243]. 
Cependant lorsque ce rapport est trop élevé, la quantité hydrogène disponible n’est pas 
suffisante pour réagir avec l’ensemble des phases non-diamant formées, la qualité du diamant 
est donc diminuée [234]. Ainsi le rapport gazeux, sa composition, la température de croissance 
et la pression totale permettent de contrôler les vitesses de réactions et par conséquent les 
caractéristiques globales des films telles que la morphologie (taille de grains, épaisseur), la 
pureté de la phase diamant, la rugosité superficielle afin d’élaborer des films diamant adaptés 
à l’application souhaitée [238]. Les supports non-diamant doivent posséder à leurs surfaces 
plusieurs sites de nucléation ou germes afin d’améliorer l’accroche et la croissance du diamant 
en films poly- cristallins. 
Durant les premiers instants du dépôt, toutes les faces des germes croissent, puis les cristaux 
coalescent entre eux et forment un réseau avec des joints de grains, d’où le terme de films poly-
cristallins. Cette croissance décrite par le modèle de Van der Drift, présente une croissance 
verticale des cristaux après le phénomène de coalescence [244]. Seuls les diamants 
développant une croissance rapide subsistent à la fin de la croissance,  les autres cristaux de 
vitesse inférieure étant englobés comme le montre la Figure A1-5. L’épaisseur est alors de 
l’ordre de quelques centaines de nanomètres à plusieurs microns, tout comme la taille des 
grains qui composent le diamant synthétisé. 
 
Figure A1-5 : Correspondant image de diamant tranché avec morphologie des cristaux [194]. 
 
Le mode de synthèse par CVD a été le seul mode de croissance utilisé au cours de la fabrication du 
réseau de microélectrodes diamants que nous allons décrire à présent. 
 
A-1.2 Fabrication du réseau de microélectrodes diamant  
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La fabrication du réseau de microélectrodes (MEA pour « Micro electrode array ») se compose 
principalement de deux étapes de croissance, d’une étape de gravure et d’une nouvelle étape 
de croissance. L’ensemble des étapes est représenté dans la Figure A1-6. 
 
Figure A1-6 : Représentation des 8 étapes principales de fabrication de la matrice de microélectrodes [245]. 
 
A-1.2.1 Croissance de diamant intrinsèque puis de diamant dopé au bore 
 
La première étape de fabrication consiste à faire croître du diamant intrinsèque (non dopé) sur un substrat 
de silicium d’une épaisseur de 1µm. Cette croissance réalisée dans un bâti de croissance de type SEKI 
se base sur la technique de dépôt chimique par phase vapeur assistée par plasma microonde, dite 
MPCVD (Microwave Plasma Chemical Vapor Deposition). Afin d’améliorer le début de croissance par 
hétéro-épitaxie, des germes (nuclei) de diamant doivent être présents à la surface du silicium c’est 
pourquoi un champ électrique est appliqué sur le substrat afin d’obtenir une nucléation principale (Bias 
Enhanced Nucleation ou BEN). Suite à cette étape de nucléation, la croissance du diamant est ensuite 
réalisée selon les conditions décrites dans le Tableau A1-0-3.  
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Tableau A1-0-3 : Récapitulatif des conditions de température (T), de pression (P), de la polarisation (BAIS) et de 
mélange gazeux d’hydrogène (H) et de méthane (C) pour la croissance du diamant intrinsèque dans le bâti SEKI 
sous une puissance de 1000W. 
Vide secondaire Quelques heures 
Pré plasma hydrogène T=700 °C ; P= 18 torr ; t= 3min ; 
Nucléation par BEN 
T=700 °C ; P= 18 torr ; t= 10min C/H= 5% BAIS= -260 V 
T=700 °C ; P= 18 torr ; t= 2min C/H= 5%  BAIS= -400 V 
T=700 °C ; P= 18 torr ; t= 10min C/H= 5%  BAIS= -260 V 
Croissance de diamant intrinsèque T=700 °C ; P= 30 torr ; t= 90min C/H= 1% BAIS= 0 V 
 
La seconde étape, également de croissance, est réalisée dans le bâti mis au point dans le laboratoire du 
SC2G à partir d’un modèle japonais du « National Institute for Research in Inorganic Materials » 
(NIRIM), afin d’obtenir du diamant dopé au bore (BDD) d’une épaisseur de 1µm environ. Comme 
précédemment cette technique se base sur la technique de MPCVD et sur l’utilisation d’un mélange 
gazeux hydrogène, de méthane et de diborane (source des atomes de bore), ces gaz sont respectivement 
définis par la lettre H, C et B. Les conditions de croissance décrites dans le Tableau A1-0-4, permettent 
d’obtenir une concentration en bore estimée à 2.1021 atm.cm-3 par spectrométrie Raman à 635nm [245]. 
 
Tableau A1-0-4 : Récapitulatif des conditions de température (T), de pression (P) et de mélange gazeux 
d’hydrogène (H), de méthane (C) et de diborane (B) pour la croissance du diamant dopé au bore dans le bâti 
NIRIM sous une puissance de 270W [246]. Les lettres C, H et B représente respectivement les gaz de méthane, 
de dihydrogène et de bore 
Vide secondaire Quelques heures 
Pré plasma hydrogène T= 700°C ; P= 30 torr ; t= 30 min 
Croissance du diamant 
T= 890°C ; P= 30 torr ; t= 180 min ; 
C/H 0,5% ; B/C= 6000 ppm 
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A-1.2.2 Procédé de gravure du diamant par ICP (Inductive Coupled Plasma) d’oxygène 
 
La troisième étape représente la gravure du diamant afin d’obtenir les trames du réseau conducteur des 
microélectrodes (contacts - pistes - microélectrodes). Elle nécessite en premier lieu, de réaliser les 
masques de gravure afin de protéger les zones du diamant ne devant pas être gravés. Afin d’effectuer 
cette protection, une résine photosensible positive est déposée sur la totalité de la surface du diamant 
puis elle est insolée par lithographie laser pour définir la position des matrices de microélectrodes devant 
être protégée par un dépôt de nickel. Cette lithographie sans contact est réalisée par le laser DWL66FS 
fabriqué par Heidelberg. Une épaisseur de 80nm de nickel est déposée sur la surface par évaporation 
métallique. L’ensemble est alors plongé dans un bain d’acétone afin d’éliminer la couche de résine-
nickel et de révéler la matrice des microélectrodes. En effet seuls subsistent les dépôts de nickel 
directement en contact avec le diamant, ce qui permet de protéger de la gravure la matrice de 
microélectrodes, les contre-électrodes et les zones de contact (Figure A1-6). 
 
L’étape proprement dite de gravure ICP (Inductive Coupled Plasma) est ensuite réalisée avec un plasma 
d’oxygène à basse tension (afin de ne pas dégrader trop rapidement le masque de nickel). Le diamant 
dopé non protégé par le masque de nickel est dégradé jusqu’à révéler la couche de diamant isolant. Afin 
d’assurer l’isolation des microélectrodes, la gravure est réalisée jusqu’à diminuer de moitié l’épaisseur 
de diamant intrinsèque. Le masque protecteur de nickel est ensuite éliminé par de l’eau régale chauffée 
à 190°C (3 volumes d’acide chlorhydrique pour 1 volume d’acide nitrique). Le réseau de 
microélectrodes obtenu est illustré dans la Figure A1-7, ci-dessous. 
 
Figure A1-7 : Photographie du réseau de 121 microélectrodes diamant réalisées sur un substrat de silicium ainsi 
que les 121 contacts électriques associés et les 4 contres électrodes contenus sur une surface total de 2,56cm²  
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A-1.2.3 Procédé de croissance sélective de diamant non dopé  
 
La dernière étape de croissance sélective de diamant sur les pistes est réalisée pour isoler les connexions 
des microélectrodes. Une couche de dioxyde de silicium 1,8 µm puis une couche de chrome de 200 nm 
sont déposées par pulvérisation cathodique sur les contacts et les électrodes. La couche de chrome sert 
ici d’inhibiteur pour la croissance du diamant, sachant que la nucléation est rendue difficile sur ce dernier 
[247]. Cette dernière croissance est réalisée dans le bâti NIRIM selon les conditions décrites dans le 
Tableau A1-0-5.  
Tableau A1-0-5 : Récapitulatif des conditions de température, de pression et de mélange gazeux d’hydrogène, de 
méthane et de diborane pour la croissance du diamant non involontairement dopé (NID) dans le bâti NIRIM sous 
une puissance de 250W [246]. 
 
A la suite de cette ultime croissance la matrice est plongée dans un bain d’acide fluorhydrique (HF) 
fortement concentré pour éliminer la couche de silice sacrificielle et révéler ainsi les surfaces de 
connexions et les microélectrodes [246]. Ces dernières sont ensuite nettoyées avec un mélange d’acide 
sulfurique ; d’acide nitrique et acide perchlorique avec des proportions respectives en volume de 3 :4 :1. 
Pour finaliser la fabrication de la matrice de microélectrodes, les surfaces dédiées aux contacts 
électriques sont recouvertes successivement de 40nm de titane, 50nm de platine et 60nm d’or qui 
permettent une bonne liaison et évitent la passivation du contact [245]. 
 
A-1.3 Test de fonctionnalisation et caractérisations du diamant 
 
A-1.3.1 Fonctionnalisation du diamant  
 
Le diamant synthétique représente un matériau attractif pour des interfaces biologiques, en particulier 
pour des applications de transduction électrochimiques et biochimiques. De nombreuses études 
montrent la possibilité de fonctionnaliser le diamant à partir des différents états de surface du diamant 
oxydé ou hydrogéné [248, 249] pour obtenir des sondes liées de manière covalente sur la surface de 
diamant [250]. La méthode développée au sein du laboratoire est un greffage spontané d’amine sur le 
diamant de manière directe [251]. 
 
Vide secondaire Quelques heures 
Pré plasma hydrogène T= 700°C ; P= 30 torr ; t= 30 min 
Croissance du diamant T= 890°C ; P= 30 torr ; C/H 0,5%  t= 180 min 
Plasma hydrogène final T= 700°C ; P= 30 torr ; t= 30 min 
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La réalisation de ce greffage sur un morceau de diamant dopé de 160 mm de côté, se base sur le caractère 
réducteur du diamant hydrogéné. Le milieu de greffage est constitué d’une solution tampon de phosphate 
de sodium dibasique 0,2 M contenant 20% de glycérol et ajustée à un pH de 10, dans lequel est dissous 
de la biotine-(PEG)8-aminée à une concentration de 3 mM. La présence de glycérol permet de limiter 
l’évaporation de la goutte mise en contact avec la surface du diamant durant 30 minutes. L’échantillon 
de diamant est ensuite rincé à l’eau pure puis séché à l’argon.  
Pour réaliser la révélation par microscopie de fluorescence, la surface de diamant fonctionnalisée par la 
biotine est alors bloquée avec une solution du sérum d’albumine bovin (BSA) à 10g.L-1 pendant 15 
minutes, puis rincée avec une solution de tampon phosphate (PBS). La streptavidine liée à une sonde 
fluorescente : StreptAvidine-R-Phyco-Erythrine (SAPE) est déposée sur la surface de diamant afin de 
se coupler avec la biotine. Un dernier rinçage avec du PBS est réalisé en vue d’éliminer les adsorptions 
non spécifiques. L’analyse de l’adsorption du complexe biotine-SAPE est effectuée sous microscope à 
fluorescence à une longueur d’ondes d’absorption 565 nm. Les étapes sont résumées dans la Figure 
A1-8. L’image de fluorescence obtenue permet de confirmer la fonctionnalisation du diamant Figure 
A1-8A. 
 
 
Figure A1-8 : Représentation schématique du greffage de la biotine-(PEG)8-aminée, suivi de l’étape de blocage 
des sites non spécifiques par la BSA puis du couplage de la biotine avec la SAPE dont le fluoro-chrome est 
excitable [224]. A : Image de fluorescence obtenue après fonctionnalisation de la surface de diamant durant 30 
minutes avec de la biotine et après adsorption de la sonde fluorescente de streptavidine, les zones 
fonctionnalisées sont de couleur grise; B : Image en couleur inversée. 
A-1.3.2 Méthodes de caractérisations optiques 
 
A-1.3.2.1 Microscopie à balayage électronique   
La microscopie électronique à balayage (MEB ou SEM pour Scanning Electron Microscopy en anglais) 
est une technique basée sur le principe d’interaction électrons-matière afin d’imager la surface d’un 
matériau. Afin de réaliser ces mesures, un faisceau focalisé d'électrons incidents balaie la surface de 
l'échantillon à analyser tandis qu’un détecteur récupère, de manière synchrone, l’intensité du signal de 
réponse réémis pour reconstituer l’image souhaitée. L'image MEB est une image reconstituée par la 
  
cartographie d’intensité du signal mesuré. Une image topographique de l’échantillon est obtenue par la 
mesure des électrons secondaires émis tandis que la mesure des électrons rétrodiffusés permet d’obtenir 
une image de l’analyse chimique qualitative de l’échantillon, à partir d’un contraste de phase. Cette 
méthode optique a été utilisée dans notre cas à l’aide d’un MEB Zeiss Ultra 55 pour caractériser la 
surface des échantillons de diamant. 
 
Les images ci-dessous, Figure A1-9, présentent différents échantillons dont un soumis uniquement à 
une phase de nucléation et un autre échantillon caractérisé après la croissance de 1µm d’épaisseur d’un 
film poly cristallin de diamant intrinsèque. 
 
 
Figure A1-9 :a) Image MEB d’une nucléation de diamant intrinsèque par BEN sur un substrat de silicium 
(grandissement ×43) b) Image MEB d’une couche de diamant intrinsèque sur un substrat de silicium 
(grandissement ×30). c) Image MEB d’un nucléi de diamant (grandissement × 17 000) d) Image du film de 
diamant intrinsèque (grandissement × 23 000) 
A-1.3.2.2 Spectroscopie Raman  
Nous avons complété cette caractérisation par une analyse en spectroscopie Raman. Cette technique  
optique non destructive [252], utilise le principe de la diffusion inélastique de photons, en impliquant 
l’échange d’énergie lumière-matière. Ce phénomène de diffusion fait donc suite à l’interaction de 
l’échantillon avec un faisceau de lumière monochromatique incident, qui génère un dipôle induit 
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rayonnant. Ce dipôle induit est lié à la polarisabilité des molécules et correspond à une déformation de 
son nuage électronique. Par cette méthode de spectroscopie Raman, on met donc en évidence les 
vibrations moléculaires. La spectroscopie Raman peut être utilisée pour tous les matériaux qu’ils soient 
solides, liquides ou gazeux et permet d’obtenir diverses informations sur l’échantillon comme sa 
structure, les espèces chimiques présentes [253]. Dans le cadre de notre étude, la spectrométrie Raman 
permet de définir la quantité de phase non diamant présente dans nos échantillons et aussi de vérifier sa 
qualité cristalline.  
 
Les mesures de spectre Raman ont été réalisées sur l’appareillage T 64000 (Horiba - Jobin & Yon) à 
température ambiante et sous pression atmosphérique. La source monochromatique stable de 488nm ou 
de 514nm, est issue d’un laser Argon. L’étude par la spectroscopie Raman des films synthétiques de 
diamant sur silicium, caractérise les atomes composant le cristal par la position des pics sur le spectre 
tandis que la largeur à mi-hauteur des pics permet d’obtenir des informations sur le réseau cristallin 
telles que son organisation ou ses défauts. Ainsi une largeur à mi-hauteur de moins de 5cm-1 correspond 
à un ordre cristallin de bonne qualité comportant peu de défaut [224, 254]. Les raies caractéristiques du 
diamant intrinsèque synthétisé, (Figure A1-10) sont : 
- Le pic à 521,5 cm-1 correspond au premier ordre Raman du silicium, substrat utilisé pour l’ensemble 
des croissances. 
- Le pic à 1332 cm-1 représente le premier ordre Raman du diamant et résulte des vibrations du réseau 
de liaison rigide sp3 [255]. La largeur à mi-hauteur de ce pic décrit la qualité du cristal ; pour un diamant 
monocristallin pur et sans défaut, cette largeur est de 2 cm-1 ; tandis qu’elle varie de 5 à 20 cm-1 pour les 
films poly-cristallins non dopés [246]. 
- L’épaulement à 1350 cm-1 correspond à la bande D, et caractérise le carbone amorphe des phases sp2 
et sp3 du diamant. Cette bande est notamment présente sur le spectre Raman de diamant composé de 
nombreux joints de grains tel que le diamant nanocristallin. La position de cette bande D évolue en 
fonction de la longueur de l’onde incidente. Elle se positionne ainsi à 1314 cm-1, 1352 cm-1 et 1370 cm-
1 pour des sources d’incidence de 785nm ; 532nm et 325nm [224].  
- Une autre bande, dite bande G, se situe entre 1580cm-1 et 1600cm-1. Elle caractérise le graphite, carbone 
hybridé sp2 dont les défauts de structure peuvent faire apparaitre sur un second pic situé vers 1620 cm-
1 et appelé bande D2. 
  
 
Figure A1-10 : Réf. Exemple de spectre Raman type d’un film de diamant nanocristallin pour une excitation à 
325nm [246] encadré en rouge. Représentations des spectres Raman obtenu pour 3 échantillons différents. 
 
Les échantillons A et C représentent des films de diamant intrinsèques dont l’épaisseur est insuffisante 
pour atténuer le signal du substrat de silicium. Le spectre de l’échantillon A montre une forte proportion 
de diamant intrinsèque de bonne qualité. En effet le pic correspondant au graphite est beaucoup plus 
faible. En revanche dans l’échantillon C, la proportion de graphite est bien plus importante, ce qui révèle 
une mauvaise croissance de l’échantillon liée à des problèmes de stabilité du plasma au cours de 
l’expérience. Le spectre Raman B représente un échantillon de diamant dopé aux atomes de bore. Le 
pic caractéristique de ce dopage se situe aux alentours de 1220 cm-1. L’épaulement situé à 1334 cm-1 
correspond probablement au signal de diamant non dopé tandis que le large pic situé à 1536 cm-1 
correspond à la bande G (sp2 graphitique). Ces observations correspondent aux observations réalisées 
par Clément Hébert mais il semblerait que la raie représentant le silicium situé à 466 cm-1devrait être 
située davantage vers 500 cm-1.  
A ces analyses spectroscopiques, s’ajoute une caractérisation de nos matériaux par des méthodes 
électrochimiques comme la voltampérométrie cyclique à balayage linéaire en potentiel. 
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A-1.3.2.3 Méthodes électrochimiques 
 
A-1.3.3.1 La voltampérométrie cyclique 
 
Le principe de la voltamétrie cyclique (VC) est une méthode d’étude des propriétés 
électrochimiques d’une électrode au cours d’un balayage de tension. Elle est réalisée ici par un 
montage à trois électrodes constituées de notre réseau de microélectrodes diamant (électrodes 
de travail) contenant également les contres électrodes auquelles est ajoutée une électrode de 
référence en chlorure-argent. L’ensemble du système électrochimique est commandé par un 
potentiostat BioLogic relié à un ordinateur piloté par le logiciel EC-LAB [246]. 
 
La courbe obtenue, appelée voltammogramme, décrit l’intensité du courant mesuré en fonction 
du potentiel imposé. Les pics de courants observés sur cette courbe, correspondent aux 
potentiels de réduction ou d’oxydation d’analytes ayant réagi dans l’intervalle de balayage. Le 
courant mesuré résulte d’un courant capacitif généré par l’interface électrode-solution (double 
couche électrique) et d’un courant faradique lié au processus d’oxydo-réduction. Le courant 
mesuré est donc fonction de la concentration en espèces analysées mais aussi des différents 
paramètres tels que la vitesse de balayage ; la vitesse de la réaction des espèces chimiques en 
solution avec l’électrode de mesure comme le montre la Figure A1-11, ci-après. 
 
Figure A1-11 : Exemple de voltamogramme pour observation, les variations d’intensité des pics 
d’oxydoréduction d’une sonde rédox Fe(CN6)3-/4- à 6mM dans une solution tampon de PBS à 0,01M en fonction 
des vitesses de balayage comprises entre 25 et 200mV.s-1. L’intensité des pics d’oxydoréduction diminue lorsque 
la fréquence appliquée est réduite 
 
  
L’utilisation d’une sonde rédox connue comme étant un système réversible, permet également 
de déterminer les propriétés de surface du matériau par l’évaluation du comportement de 
cette sonde sur la surface étudiée (électrodes diamant ou lames d’or fonctionnalisées). Dans le 
cas d’un système électrode/sonde rédox présentant un comportement rapide, réversible, 
monoélectronique et une diffusion linéaire infinie, la différence de potentiel de demie-vague 
mesurée est  proche de 60mV à 25°C [256]. 
 
Pour de larges surfaces d’électrode, l’intensité des pics va dépendre de manière importante de 
la vitesse de balayage [257] ainsi que de la vitesse de transfert de charge électrode/sonde rédox. 
En revanche pour des surfaces plus petites telle que des microélectrodes de moins de 50µm, 
l’intensité très faible des pics est liée au phénomène de diffusion de type hémisphérique des 
espèces réactives vers la microélectrode [257]. Nous avons donc utilisé la relation la proportionnalité 
du courant limite avec la surface de la microélectrode pour établir le rayon expérimental de nos 
microélectrodes selon la formule suivante  
 
Ilim = 4nrFDC 
 
Avec Ilim le courant limite; r: le rayon de l’électrode (ou la surface réagissant); F: la constante de 
Faraday (96485,34 C.mol-1); D: le coefficient de diffusion du couple redox dans l’eau (D  (Fe(CN6)3-
/4- =  6,67.10-6 cm2.s-1) et C : la concentration du couple redox en mol.cm-3. 
 
Nous avons ainsi pu établir une diminution moyenne entre 25 et 30% de la surface des microélectrodes 
de diamant, la surface réelle des microélectrodes est donc comprise entre 42 et 45 µm de diamètre. 
Comme le montre la Figure A1-12, cette différence de diamètre entre la valeur théorique et 
expérimentale peut être issue du procédé de fabrication avec le dépôt de diamant intrinsèque sur une 
partie de la microélectrode. Cependant la mise en œuvre de la fabrication étant identique pour l’ensemble 
des microélectrodes, ces variations de surfaces devraient être identiques. Une autre hypothèse peut 
expliquer cette légère variation d’une électrode à l’autre. En effet il est possible que la structure de 
l’électrode définie lors de la gravure et lors de la croissance sélective varie entre deux électrodes et 
qu’elle soit également plus ou moins enclavée dans la structure du diamant. La différence de hauteur 
entre la microélectrode de diamant et la surface supérieure du diamant intrinsèque, d’environ 1µm,  peut 
engendrer des effets de bord lors de la diffusion hémisphérique de la sonde redox, diminuant par 
conséquent la surface déterminée expérimentalement.  
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Figure A1-12 : Image MEB d’une microélectrode de diamant et d’une piste clivée verticalement afin d’établir les 
épaisseurs de films déposées de diamant intrinsèque et de diamant dopé [245]. 
Nous avons également caractérisé la surface de nos microélectrodes par impédance électrochimique afin 
d’établir le circuit équivalent associé aux microélectrodes. 
 
A-1.3.3.2 L’impédance électrochimique 
Dans le domaine de l’interfaçage biologique, l’impédance électrochimique des électrodes 
doit être la plus faible possible pour ne pas engendrer de bruit thermique trop important qui 
tendrait à rendre toutes mesures difficiles. La spectroscopie d’impédance électrochimique permet 
de définir les propriétés de la surface de l’électrode lorsque celle-ci est mise en présence d’un couple 
oxydo-réducteur rapide. Les courbes générées peuvent être représentées selon la représentation de 
Nyquist ou selon celle de Bode (Figure A1-13). 
 
Figure A1-13 : Représentations des diagrammes de Nyquist et de Bode[246] 
 
L’interphase électrode-solution est alors modélisée par un circuit électrique équivalent, le plus souvent 
le schéma-électrique de Randle est utilisé [257]. Ce circuit se compose : 
- d’une résistance à l’électrolyte Re 
  
- d’une résistance au transfert de charge (RT) entre l’électrode et la solution qui permet de déduire la 
réactivité des électrodes grâce au transfert de charge [258],  via l’équation :  
 
RT =
R. T
n². F². k0. C
 
 
Avec R : la constante des gaz parfaits (8,3144621 J⋅mol-1⋅K-1) ; T : la température du milieu ; 
n : le nombre d’électrons échangés ; F: la constante de Faraday (96 485,34 sA.mol-1); k0 : 
constante de vitesse de transfert de charge ; C : la concentration des espèces oxydo-
réductrices en mol.cm-3.  
 
Dans le cas d’un système idéal la surface de diamant peut être associée à un circuit composé d’une 
résistance et d’un condensateur. Cependant il arrive souvent que le condensateur soit assimilé à un CPE 
(« Constante Phase Element ») lorsque la surface n’est pas homogène par exemple. Dans notre cas le 
circuit associé aux microélectrodes se compose d’une résistance à l’électrolyte, de la capacité de double 
couche du diamant ainsi que d’une résistance au travers de charge et d’un Warburg associé à la diffusion 
mais également d’un second circuit associé à la résistance et à l’effet capacitif des fils, des pistes et des 
surfaces de diamant non utilisées, comme l’illustre le circuit de Randles ci-dessous (Figure A1-14 : 
Schéma du circuit équivalent du système de microélectrode diamant. 
 
Figure A1-14 : Schéma du circuit équivalent du système de microélectrode diamant 
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A-1.4 Conclusion 
 
En conclusion les travaux réalisés pour l’obtention d’un réseau microélectrodes par les 
méthodes de croissance par CVD assisté par plasma microonde ont permis d’obtenir du 
diamant intrinsèque isolant et un diamant dopé au bore présentant des propriétés 
électroniques intéressantes pour leur utilisation dans le domaine de l’électrochimie. Nous 
avons pu également caractériser physiquement les dépôts réalisés soit de manière optique 
par les méthodes de spectroscopie Raman et microscopie à balayage électronique, soit de 
manière électrique par la voltamétrie cyclique et l’impédance électrochimique. Nous 
avons ainsi pu établir les variations de fabrication pouvant être générées lors des 
différents procédés, comme la diminution de la surface active de l’électrode ou son 
enclavement dans la matrice de diamant. Un schéma du circuit équivalent de Randles a 
été associé aux microélectrodes. A noter que ce système de microélectrodes a également 
été fonctionnalisé par des nanotubes de carbone afin d’être utilisé comme système 
interface neuronal.  
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Annexe 2 Les bâtis de croissance diamant
A-2.1 Bâti SEKI 
 
Le bâti de croissance SEKI utilise la technique de dépôt vapeur en phase chimique assistée par 
plasma micro-onde (dite MPCVD) pour réaliser uniquement les étapes de nucléation du 
substrat et la synthèse de diamant intrinsèque, c’est-à-dire non dopé.  
Description du réacteur 
Le système se compose  de divers éléments : 
- D’un générateur à micro-onde qui génère une onde électromagnétique en transverse  
électrique de 2,45Ghz de fréquence et d’une puissance pouvant atteindre 1500W. 
- D’un guide d’ondes afin d’adapter l’impédance de sortie de l’onde.  
- D’une cavité résonante en inox contenant un quartz et permettant de créer le plasma. 
- D’un porte-substrat pouvant être polarisé et chauffé par induction. Le système de 
chauffage est couplé à un système de refroidissement par circulation d’eau afin de 
mieux contrôler la température. 
- De contrôleurs de débit massique afin de réguler les flux. 
 
Remarque : la taille des échantillons ne doit pas excéder 4 pouces. 
 
Figure A2-1 : Photographie du bâti de croissance SEKI 
 
 
Conditions de croissance  
L’ensemble des croissances de diamant intrinsèque de notre étude a été réalisé sur un substrat 
non diamant : le silicium. Afin d’améliorer le début de croissance du diamant par hétéro-
épitaxie, des germes de diamant doivent être présents à la surface, afin que les espèces 
carbonées du procédé de CVD puissent s’accrocher. Cette étape essentielle de germination est 
également appelée nucléation. Dans le cas de l’hétéro-épitaxie, la nucléation principale permet 
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d’obtenir des germes de diamant sur la surface de silicium grâce à une poudre de diamant, ou 
par application d’un champ électrique sur le substrat en début de procédé (Bias Enhanced 
Nucleation ou BEN) [231, 259, 260]. 
C’est cette dernière méthode de polarisation du substrat qui a été utilisée pour réaliser la 
nucléation principale de nos échantillons de silicium. 
Tableau A2-0-1Récapitulatif des conditions de température (T), de pression (P), de la polarisation (BAIS) et de 
mélange gazeux d’hydrogène (H) et de méthane (C) pour la croissance du diamant intrinsèque dans le bâti SEKI 
sous une puissance de 1000W. 
Vide secondaire Quelques heures 
Pré plasma hydrogène T=700 °C ; P= 18 torr ; t= 3min ; 
Nucléation par BEN 
T=700 °C ; P= 18 torr ; t= 10min C/H= 5% BAIS= -260 V 
T=700 °C ; P= 18 torr ; t= 2min C/H= 5%  BAIS= -400 V 
T=700 °C ; P= 18 torr ; t= 10min C/H= 5%  BAIS= -260 V 
 
La croissance du diamant sur du substrat avec des nucléations peut être réalisée à posteriori ou 
de manière consécutive ; dans ce cas l’étape de pré plasma hydrogène pour nettoyer la surface 
n’est pas effectuée.   
Tableau A2-2 : Récapitulatif des conditions de température (T), de pression (P) et de mélange gazeux 
d’hydrogène (H), de méthane (C) et de diborane (B) pour la croissance du diamant dopé au bore dans le bâti 
NIRIM sous une puissance de 270W [246]. Les lettres C, H et B représente respectivement les gaz de méthane, 
de dihydrogène et de bore 
Vide secondaire Quelques heures 
Pré plasma hydrogène T=700 °C ; P= 18 torr ; t= 3min ; 
Croissance de diamant intrinsèque T=700 °C ; P= 30 torr ; t= 90min C/H= 1% 
 
Remarque : Les échantillons sont préalablement nettoyés avant les étapes de 
croissance afin de limiter toute contamination. 
 
A-2.2. Bâti NIRIM  
 
Dans ce second réacteur sont réalisées les croissances de diamant dopé au bore. Mais ce bâti 
est également utilisé pour faire des croissances de diamant non intentionnellement dopées 
(NID), c’est-à-dire des diamants qui ont incorporé lors de la croissance des contaminations 
résiduelles de bore contenues dans le réacteur. Le diamant NID possède alors des 
concentrations de bore inférieures à 1015atm.cm-3.  
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Figure A2-2 : Photographie du bâti de croissance NIRIM 
 
 
Description réacteur NIRIM 
Le réacteur de croissance utilisé pour le dopage du diamant de type p, emploie également la 
technique de dépôt vapeur en phase chimique assistée par plasma micro-onde (dite MPCVD). 
Il a été mis au point dans le laboratoire à partir d’un modèle japonais du National Institute for 
Research in Inorganic Materials (NIRIM) [261, 262]. 
Le système est doté :  
- d’une chambre de réaction constituée de deux tubes en quartz amovibles dans lesquels transite 
le mélange des précurseurs gazeux. Il est ainsi possible d’éviter la contamination de 
l’échantillon au Bore résiduel lors de croissances de diamant intrinsèque ou faiblement dopé 
en changeant les tubes en fonction des croissances réalisées. 
- d’un générateur micro-onde capable de fournir une puissance maximale de 2000W. L’onde 
générée est ici directement envoyée au travers d’un guide d’ondes vers la chambre 
réactionnelle. Le plasma est alors formé au niveau de l’intersection entre le guide d’ondes et 
le tube de quartz du réacteur. La puissance de l’onde générée contrôle également la température 
du procédé, tout comme la pression dans l’enceinte du réacteur. Les températures nécessaires 
étant de l’ordre de 800°C, la puissance appliquée est comprise entre 250 et 400W. La 
température, elle-même reliée à la pression, influe sur les réactions mises en jeu ainsi que sur 
la physico-chimie des espèces. Il est donc essentiel de contrôler ce paramètre de température. 
Un pyromètre est positionné en haut du tube de quartz afin d’effectuer des mesures directement 
sur le substrat.  
- d’un porte-substrat en quartz dont la position est réglable dans les 3 dimensions de l’espace 
afin de s’adapter au mieux au plasma formé. 
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- de contrôleurs de débit massique pour la régulation du flux de gaz (hydrogène, méthane, 
diborane). Une ligne de dilution spécifique au diborane est également présente, puisque les 
concentrations requises pour ce gaz sont très faibles [224].  
- un système de pompage secondaire est également employé afin de « dépolluer » le processus 
de croissance de toutes contaminations pouvant provenir de l’échantillon ou des espèces 
absorbées sur les parois lors de précédentes croissances.  
Remarque : les échantillons ne doivent pas excéder 1 pouce de côté soit environ 1,6cm. 
Conditions de croissance 
Tableau A2-0-3: Récapitulatif des conditions de température, de pression et de mélange gazeux d’hydrogène, de 
méthane et de diborane pour la croissance du diamant non involontairement dopé (NID) dans le bâti NIRIM sous 
une puissance de 250W 
Vide secondaire Quelques heures 
Pré plasma hydrogène T= °C ; P= 30 torr ; t= 30 min 
Croissance du diamant T= 890°C ; P= 30 torr ; C/H 0,5%  t= 180 
min 
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Annexe 3 La spectroscopie Raman 
 
La spectroscopie Raman est une technique d’analyses non destructive [252], qui utilise le 
principe de la diffusion inélastique de photons. Ce phénomène de diffusion fait suite à 
l’interaction de l’échantillon avec un faisceau de lumière monochromatique incident, qui 
génère un dipôle induit rayonnant. Ce dipôle induit est lié à la polarisabilité des molécules et 
correspond à une déformation de son nuage électronique. Ainsi pour obtenir une diffusion 
Raman, il faut qu’il y ait une variation de la polarisabilité de la molécule et la libération d’un 
phonon Raman.  
La spectroscopie Raman peut être utilisée pour tous les matériaux qu’ils soient solides, liquides 
ou gazeux et permet d’obtenir diverses informations sur l’échantillon telles que sa structure, 
les espèces chimiques présentes ainsi que leurs concentrations par l’analyse du spectre Raman 
[253]. La représentation de la Figure A3-1 ci-dessous permet d’expliquer les informations 
qualitatives et quantitatives fournies par une raie Raman. 
 
 Figure A3-1 : Informations qualitatives et quantitatives d’un échantillon par l’analyse  des caractéristiques de 
hauteur ; de largeur et de positionnement d’une raie Raman [263] 
La fréquence et la puissance du laser utilisé sont importantes dans le système, puisque 
l’élévation locale de la température de l’échantillon peut générer un déplacement des pics, 
voire même de nouveaux pics dus à la création d’une réaction chimique suite à l’échauffement 
localisé. 
En Raman, l’excitation monochromatique focalisée sur l’échantillon, possède une énergie fixe 
E0 supérieure à l’ordre de grandeur des vibrations moléculaires qui est définie par la relation 
suivante : 
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E0 = h × ν0 =
h × c
λ0
 
avec h : constante de Planck (6,63 .10−34 J.s) ;  ν0: fréquence de la radiation incidente (Hz) ; c : vitesse 
de la lumière dans le vide (3.108m.s-1) et λ0: longueur d’onde de la radiation incidente (m). 
Pour le faisceau de lumière incidente, la majorité des photons est transmise, réfléchie ou 
absorbée par l’échantillon, tandis qu’une bien plus faible partie d’entre eux diffuse comme le 
montre la Figure A3-2.  
 
Figure A3-2 : Les différents phénomènes pouvant avoir lieu suite à l’interaction d’un rayonnement excitant avec 
l’échantillon étudié. L’excitation de la matière génère principalement des phénomènes de transmission ; de 
réflexion ou d’absorption infrarouge mais aussi à moindres mesures des phénomènes de diffusion de type 
élastique ; inélastique.  Si la fréquence excitatrice est suffisamment élevée, il est possible d’observer également 
l’émission par fluorescence pour certains matériaux. 
 
L’interaction de la polarisabilité de la molécule (échantillon)  avec le photon incident, entraîne 
un moment dipolaire induit dans la molécule. Cette dernière est alors portée dans un état 
énergétique élevé dit « état intermédiaire virtuel » pendant une courte durée puis redescend sur 
un niveau énergétique réel. Cette désexcitation peut être réalisée soit à la même fréquence que 
celle de l’excitation : c’est la diffusion de Rayleigh (diffusion élastique) ; soit à une fréquence 
différente à celle de l’excitation : c’est la diffusion Raman [264]. Dans ce second cas il s’agit 
une diffusion inélastique de type vibrationnel, qui ne représente qu’un photon Raman contre 
108 photons incidents. 
La Figure 0-3 illustre que la diffusion Raman se distingue en deux cas selon la fréquence 
phonon diffusée. Si la fréquence du phonon diffusé (ν0-ν) est inférieure à celle du photon 
incident (ν0), il y a perte d’énergie pour le photon donc gain d’énergie vibrationnelle pour la 
molécule, c’est la diffusion Raman Stokes. En revanche si le phonon diffusé est à une 
fréquence plus importante que le photon incident, on parle de diffusion Raman anti-Stokes. 
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Figure 0-3 : Représentation des différentes transitions énergétiques pouvant avoir lieu lors d’une analyse Raman. 
ν0 correspond ici à la fréquence d’excitation du laser tandis que νvib correspond à la fréquence de vibration de la 
molécule analysée [263]  
 
Expérimentalement la diffusion de Rayleigh est éliminée grâce à un filtre afin d’obtenir une 
meilleure intensité pour le processus de diffusion Raman. Cependant la température et la 
fréquence de l’onde excitatrice, modifient l’intensité des raies de diffusion Raman notamment 
pour les raies anti-Stokes. La probabilité d’absorption d’un photon (raie anti-Stokes) étant plus 
faible que la probabilité d’émettre un photon, l’intensité des raies anti-Stokes est bien moins 
importante que celle des raies Stokes [264]. 
 
Le spectre Raman représente donc l’intensité des raies Stokes en fonction de la différence de 
fréquence entre photon incident et photon diffusé. Cette différence est plus souvent convertie 
en nombre d’ondes v par la relation suivante :  
ν =
1
λ 
=
ν
c
 
 
Avec ν : le nombre d’ondes (cm-1) ; λ : la longueur d’onde incidente (cm) ; ν : la fréquence de 
l’onde (Hz) et c : la célérité de la lumière de 3 .1010 cm.s-1 
 
 
Les mesures de spectre Raman ont été réalisées sur l’appareillage T 64000 (Horiba - Jobin & 
Yvon) à température ambiante et sous pression atmosphérique. La source monochromatique 
stable de 488nm ou de 514nm, est issue d’un laser Argon. L’étude par la spectroscopie Raman 
des films synthétiques de diamant sur silicium, caractérise la fréquence de vibration des atomes 
composant le cristal par la position des pics sur le spectre tandis que la largeur à mi-hauteur 
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des pics permet d’obtenir des informations sur le réseau cristallin telles que son organisation 
ou ses défauts. Ainsi une largeur à mi-hauteur de moins de 5 cm-1 correspond à un ordre 
cristallin de bonne qualité comportant peu de défaut [224, 254].  
 
La Figure A3-4 présente les pics caractéristiques du diamant intrinsèque dont nous décrivons 
la signification ci-dessous : 
- Le pic à 521,5 cm-1 correspond au premier ordre Raman du silicium, substrat utilisé pour 
l’ensemble des croissances. 
- Le pic à 1332 cm-1 représente le premier ordre Raman du diamant et résulte des vibrations du 
réseau de liaison rigide sp3 [255]. La largeur à mi-hauteur de ce pic décrit la qualité du cristal ; 
pour un diamant monocristallin pur et sans défaut, cette largeur est de 2 cm-1 ; tandis qu’elle varie 
de 5 à 20 cm-1 pour les films poly-cristallins non dopés [246]. 
- L’épaulement à 1350 cm-1 correspond à la bande D, et caractérise le carbone amorphe des 
phases sp2 et sp3 du diamant. Cette bande est notamment présente sur le spectre Raman de 
diamant composé de nombreux joints de grains tel que le diamant nanocristallin. La position 
de cette bande D évolue en fonction de la longueur de l’onde incidente. Elle se positionne ainsi 
à 1314 cm-1, 1352 cm-1 et 1370 cm-1 pour des sources d’incidence de 785nm ; 532nm et 325nm 
[224].  
- Une autre bande, dite bande G, se situe entre 1580cm-1 et 1600cm-1. Elle caractérise le 
graphite, carbone hybridé sp2, dont les défauts de structure peuvent apparaître sur un second 
pic situé vers 1620 cm-1 et appelé bande D2.  
 
Figure A3-4 : Exemple de spectre Raman type d’un film de diamant nanocristallin pour une excitation à 325nm 
[246]. 
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Annexe 4 Plan de dépôt des 11 mélanges de 
solution pour les récepteurs combinatoires 
 
    Afin de constituer les 11 récepteurs combinatoires, nous avons réalisé 11 mélanges de de 
briques de bases (lactose et lactose sulfate) déposé sur le prisme à 4 reprises pour chacun des 
ratios. La Figure A4-1 représente le plan de dépôt réalisé où chaque couleur représente un ratio 
de mélange. Le chiffre intérieur décrit le ratio de lactose par rapport au lactose sulfate (exemple 
le ratio 19 correspond au mélange de 10% de lactose avec 90% de lactose-sulfate (v/v)). Nous 
avons défini cette matrice en plaçant les 4 réplicats dans des zones différentes de la cuve 
fluidique comme au centre, en entrée 
 ou en sortie. Cette répartition nous permet d’être davantage reproductible dans la réalisation 
du réseau de récepteurs et de pouvoir comparer nos résultats d’une expérience à l’autre. 
 
 
Figure A4-1 : Représentation schématique du plan de dépôt du réseau de récepteurs combinatoires à réactivités 
croisées. 
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Résumé : 
L’objectif de cette thèse est d’explorer les applications potentielles d’un système de langue 
électronique basée sur des récepteurs combinatoires à réactivités croisées et l’imagerie par 
résonance de plasmons de surface, pour l’analyse et la discrimination de différents milieux 
complexes et de bactéries. L’étude de milieux complexes a été réalisée sur des échantillons de 
différentes natures comme le vin, la bière et le lait d’origines végétale et animale. Les 
expériences ont démontré que notre système de langue électronique est capable de répondre 
avec une bonne sélectivité à ces milieux complexes et qu’il génère ainsi des profils continus 
2D et des images 3D, propres à chaque échantillon. La différentiation et la classification de ces 
divers types de boissons ont été réalisées grâce à ces signatures 2D et 3D. Le dispositif a 
également prouvé son efficacité pour le suivi du vieillissement du lait.  Une seconde étude a 
été dédiée à l’application du système pour la détection de bactéries. Dans un premier temps, 
des paramètres fluidiques ont été optimisés comme la forme et la profondeur de la cuve ou le 
débit fluidique, en raison de la morphologie variable des bactéries, considérées ici comme des 
objets biologiques complexes et volumineux. Dans un second temps, le système s’est révélé 
performant pour l’analyse de bactéries et a montré la possibilité de quantifier ces analyses. En 
effet, la langue électronique a permis la discrimination de différentes bactéries selon leur genre, 
leur espèce et en fonction des souches grâce aux profils continus 2D et aux images 3D. 
 
Abstract: 
The objective of this PhD thesis is to explore the potential applications of the electronic tongue, 
based on combinatorial cross-reactive receptors and surface plasmon resonance imaging, for 
analysis and discrimination of different complex mixtures and bacteria. In this work, various 
complex mixtures of different nature such as wine, beer, and milk (either animal-based or 
plant-based) are used. It has been demonstrated that the electronic tongue is capable of 
responding differently to theses samples with good selectivity. For each of them, it can 
generate characteristic continuous 2D profile and 3D image, based on which the differentiation 
and classification of the complex mixtures have been carried out. Furthermore, it has been 
illustrated that the electronic tongue is efficient for monitoring the deterioration of milk. In the 
second part of this thesis, the electronic tongue has been applied for detection and analysis of 
bacteria. At first, some fluidic parameters have been optimized due to the variable morphology 
of these complexes and large biological objects. Under optimized experimental conditions, the 
electronic tongue is effective for analysis of bacteria with the possibility for quantification. 
Thereafter, the electronic tongue has allowed for the discrimination of different bacteria 
according to their genus, species and strains based on continuous 2D profiles and 3D images.  
  
 
